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Entre todas las aventuras, las más fascinantes son las exploraciones a lo desconocido. 
(...) Y esa fascinación reside en que la curiosidad es uno de los motores de la 
evolución. Incluso los animales inferiores son curiosos y buscar comida o albergue en 
terreno desconocido es una aventura también para ellos.  
La ciencia tiene la fascinación de la aventura porque, por encima de todo, 







Los canales de calcio activados por voltaje pre-sinápticos (CaV2) son proteínas 
de transmembrana altamente especializadas en la transducción de señales eléctricas 
en señales químicas. Dado que, en las terminales axonales, la entrada de Ca2+ a 
través de los CaV2 es condición necesaria para la liberación de neurotransmisores, su 
modulación constituye un blanco regulatorio de alta efectividad de la actividad 
neuronal. Dentro de los mecanismos que regulan la actividad de los CaV2 en las 
membranas pre-sinápticas se encuentra la activación de diversos receptores 
acoplados a proteína G (GPCR, del inglés G protein coupled receptor). Estos 
receptores modulan negativamente la actividad de los CaV2 y, en consecuencia, 
reducen la liberación de neurotransmisores tanto excitatorios como inhibitorios 
dependiendo de la sinapsis en la que actúen. 
Los GPCRs constituyen una súper-familia de receptores activados por una gran 
variedad de ligandos y, dada su participación en múltiples procesos fisiológicos 
representan blancos terapéuticos muy importantes. La unión de un ligando a su GPCR 
desencadena la activación de la proteína G, la cual al activarse se escinde en sus 
subunidades Gα y Gβγ siendo capaces de activar diversas cascadas de señalización 
intracelular y modular múltiples efectores intracelulares, entre los que se encuentran 
los CaV2 pre-sinápticos. Sin embargo, el 15 % de los GPCRs pueden adquirir un 
estado activo en ausencia de ligando que podría potencialmente impactar en la 
actividad de los CaV2. Adicionalmente, tanto esta actividad constitutiva como la 
actividad dependiente de agonista pueden verse drásticamente alteradas por la 
presencia de variaciones en la secuencia de los genes que codifican los GPCRs. Así, 
debido a los distintos modos de activación y a los subtipos que ocurren como 
consecuencia de variantes de los GPCRs, es preciso realizar estudios detallados de 
los mecanismos que median los efectos de cada GPCR de interés para el desarrollo 
de estrategias farmacológicas efectivas. 
En este contexto, en el presente trabajo de tesis estudiamos el impacto de la 
activación de dos GPCRs fisiológicamente muy relevantes sobre la actividad de los 
CaV2 pre-sinápticos: el receptor opioide µ (MOR, del inglés µ opioid receptor), el cual 
constituye la principal puerta de entrada de los potentes efectos analgésicos de los 
opioides más eficaces y utilizados en la historia humana; y el receptor de ghrelina 
(GHSR1a, del inglés growth hormone secretagogue receptor type 1a), receptor de la 
única hormona orexigénica y el cual despliega la actividad constitutiva de mayor nivel 
conocida entre los GPCRs. Adicionalmente, evaluamos cómo variantes de los genes 
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que codifican ambos receptores modifican su actividad y determinamos sus 
frecuencias en nuestra población. 
El polimorfismo de un nucleótido N40D de MOR, cuya frecuencia varía 
notablemente entre las poblaciones humanas, altera las funciones celulares del 
receptor llevando a diferencias en la sensibilidad al dolor y al tratamiento con opioides. 
La activación de MOR por agonistas opioides en las terminales de neuronas 
periféricas que transmiten la sensación dolorosa, inhibe los CaV2.2 disminuyendo, 
consecuentemente, la liberación de neurotransmisores excitatorios que potencian la 
señal dolorosa. En estas neuronas se expresa en forma exclusiva una isoforma de 
splicing alternativo de los CaV2.2, CaV2.2e37a, que posee una sensibilidad aumentada 
a MOR. En este trabajo evaluamos si la activación de los subtipos de MOR producto 
de N40D (MOR-N y MOR-D) tiene un impacto diferencial sobre la actividad de los 
CaV2.2e37a exclusivos de las vías del dolor. Utilizando como modelo de estudio un 
sistema de expresión heteróloga, mediante la técnica patch-clamp en configuración de 
célula entera con fijación de voltaje, encontramos que N40D impacta en los efectos 
inhibitorios de MOR sobre los CaV2.2 provocando una ganancia de función para inhibir 
las corrientes CaV2.2 pre-sinápticas mediadas por la isoforma de splicing del canal 
específica de las vías del dolor, CaV2.2e37a, y por la isoforma de splicing de expresión 
ubicua en el sistema nervioso, CaV2.2e37b. Así mismo, nuestro análisis genético-
poblacional reveló que N40D se encuentra en un ~ 18 % en una región de nuestro 
país y, que su distribución a lo largo de distintas poblaciones mundiales, permite 
identificar una estructura poblacional formada por tres grupos que se corresponden a 
distintos linajes de ancestría humana. De esta manera, nuestros resultados sugieren 
que el polimorfismo humano N40D de MOR impacta en la respuesta fisiológica de la 
activación de este receptor y que podría estar involucrado, de manera condicionada 
por la ancestría, en las diferencias inter-individuales de la sensibilidad al dolor y 
tratamientos opioides. 
Por otro lado, GHSR1a es el único receptor conocido de la hormona ghrelina. 
Esta hormona es sintetizada en células endócrinas del estómago, y desde allí llega 
hasta el cerebro donde casi exclusivamente accede al hipotálamo provocando sus 
potentes efectos orexigénicos. Ghrelina, tras unirse a GHSR1a, activa transcripcional y 
eléctricamente a las neuronas hipotalámicas por mecanismos post-sinápticos, sin 
embargo, GHSR1a también se localiza en las membranas pre-sinápticas, en donde se 
desconoce si contribuye a dicha activación neuronal. Curiosamente, GHSR1a es el 
GPCR con mayor actividad constitutiva conocido y tampoco se conoce si esta 
activación independiente de ghrelina participa en la activación neuronal. Dado que los 
CaV2 son muy sensibles a la modulación por GPCRs, indagamos si GHSR1a 
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impactaba en la actividad de los CaV2. Utilizando como modelo un sistema de 
expresión heteróloga, mediante patch-clamp en configuración célula entera y con 
fijación del voltaje, encontramos que la activación de GHSR1a inhibe drásticamente 
las corrientes CaV2.1 y CaV2.2. Mientras su actividad constitutiva modula los CaV2 por 
una disminución crónica de la densidad de canales en la membrana plasmática 
dependiendo de los niveles de expresión del receptor y por un mecanismo mediado 
por la proteína Gi/o; la actividad de GHSR1a evocada por ghrelina modula 
negativamente la actividad de los CaV2 pre-sinápticos de manera reversible y 
saturable a niveles muy bajos del receptor. Adicionalmente, la inhibición mediada por 
la activación de GHSR1a por ghrelina involucra a ambas subunidades de la proteína 
Gq, siendo más sensibles a esta inhibición los CaV2.2 que los CaV2.1. También 
encontramos que una propiedad fundamental de esta inhibición, como es la 
dependencia del voltaje, se altera completamente dependiendo del subtipo de 
subunidad auxiliar CaVβ que acompaña al canal. Para estudiar si la actividad de 
GHSR1a expresado a niveles nativos y en un contexto neuronal modula las corrientes 
CaV2 utilizamos cultivos primarios de neuronas hipotalámicas de rata sobre-
expresando GHSR1a y de un modelo de ratón transgénico que expresa eGFP (del 
inglés enhanced green fluorescent protein) bajo el promotor del gen GHSR. En estos 
experimentos encontramos que GHSR1a es capaz de reducir las corrientes CaV2 pre-
sinápticas en neuronas hipotalámicas tanto por su actividad constitutiva como por la 
dependiente de ghrelina.  
Posteriormente, indagamos también el efecto de la mutación A204E humana 
de GHSR1a, que elimina la actividad constitutiva del receptor, y su prevalencia en una 
población argentina. Encontramos que A204E impacta en la modulación de los CaV2 
pre-sinápticos por GHSR1a provocando una inhibición de las corrientes CaV2 sólo 
cuando es activado por ghrelina tanto es un sistema de expresión heteróloga como en 
neuronas hipotalámicas en cultivo. Adicionalmente, A204E no constituye un sitio de 
variación genético-poblacional en la población argentina analizada. De esta manera, 
A204E, con un impacto poblacional muy bajo, provoca una pérdida de función del rol 
modulatorio de GHSR1a sobre las corrientes CaV2. 
Por último, abordamos un posible impacto fisiológico de la modulación de los 
CaV2 por GHSR1a. Dado que en el hipotálamo predomina un tono GABAérgico que 
controla diversos núcleos neuronales, estudiamos si la modulación de los CaV2 por 
GHSR1a regulaba la liberación de GABA en neuronas hipotalámicas como un posible 
mecanismo de activación neuronal. Encontramos que ambos modos de activación de 
GHSR1a regulan negativamente la liberación de GABA en neuronas hipotalámicas, 
sólo cuando la misma está mediada por mecanismos dependientes del ingreso de 
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Ca2+ a través de los CaV a las terminales axonales. Este mecanismo podría cobrar 
relevancia fisiológica en situaciones de ayuno, cuando la expresión de GHSR1a se 
encuentra aumentada, contribuyendo a la activación neuronal descripta en estas 
condiciones fisiológicas. 
Nuestros datos demuestran que GHSR1a modula la actividad de los CaV pre-
sinápticos tanto por vías convencionales de inhibición de los CaV (activación de 
GPCRs dependiente de agonistas), como por vías no convencionales (activación 
constitutiva de GPCRs), sugiriendo un rol fundamental de la actividad constitutiva de 
GHSR1a en la fisiología sináptica de neuronas hipotalámicas. Así, GHSR1a modula 
drásticamente las corrientes CaV2 pre-sinápticas por mecanismos completamente 
distintos dependientes de su modo de activación. 
 En resumen, en esta tesis describimos por primera vez diferentes mecanismos 
no convencionales de modulación de los CaV2 pre-sinápticos por la activación de 
GPCRs. Esta modulación, sumamente efectiva para regular la actividad sináptica, 
requiere estudios detallados de sus componentes participantes que la median y de sus 
interacciones para poder comprender el alcance de la misma en distintos contextos 
celulares. Así mismo, demostramos que las variaciones de los genes de los GPCRs 
pueden alterar drásticamente su capacidad para modular los CaV2, llevando a grandes 
diferencias en las respuestas fisiológicas de las que participan, planteando además la 
relevancia de determinar el alcance poblacional de cada una de ellas para poder 



















Voltage gated calcium channels (CaV2) are transmembrane proteins highly 
specialized in transduction of electrical into chemical signals. Since Ca2+ influx to 
axonal terminals through the CaV2 is a required condition for neurotransmitter release, 
CaV2 regulation is a highly effective control point of neuronal activity. Activation of 
several presynaptic G-protein coupled receptors (GPCR) is a common mechanism that 
controls CaV2 activity. These receptors negatively modulate the CaV2 activity and 
consequently reduce both excitatory and inhibitory neurotransmitter release depending 
on the synapse subtype. 
Since GPCRs are a super-family of receptors activated by several agonists and 
they are involved in multiple physiological mechanisms, they represent one major 
therapeutic target. Ligand binding to its specific GPCR triggers the activation of G 
protein, which gets cleaved into its forming subunits Gα and Gβγ, which are able to 
activate intracellular signaling cascades and impact in multiple intracellular effectors as 
presynaptic CaV2. However, around 15 % of the GPCRs can be active without any 
ligand and they could potentially impact on CaV2 activity. Additionally, this constitutive 
activity and the agonist-dependent activity could be dramatically modified by variations 
in the DNA sequence of the GPCR gene. Taking into account these different activation 
modes and gene variations of GPCR, detailed studies of the mechanisms involved on 
the effects of each GPCR are required in order to develop safer therapeutic strategies. 
Here we studied the impact of the activation of two physiologically relevant 
GPCRs: the μ-opioid receptor (MOR), which is the main gateway of the potent  effect of 
the most effective and used analgesic in human history; and ghrelin receptor 
(GHSR1a), the only known receptor of the orexigenic hormone ghrelin, and which 
displays the highest level of constitutive activity among GPCRs, on presynaptic CaV2 
activity, and how variants of their genes with different frequencies in an Argentinean 
population modify their activity. 
N40D is a single nucleotide polymorphism of MOR, with frequencies which 
differ among human populations, that disrupts cell functions of MOR leading to pain 
sensitivity and opioid treatment differences. MOR activation by opioid agonists in 
peripheral neuronal terminals, that transmit pain sensation, inhibits Cav2.2 activity 
decreasing consequently the excitatory neurotransmitter release. In these neurons is 
exclusively expressed an alternative splicing isoform of CaV2.2, CaV2.2e37a, which has 
an increased sensitivity to MOR activation. So, we investigated whether activation of 
MOR subtypes resulting from N40D (MOR-N and MOR-D) had a differential impact on 
inhibitory modulation of MOR on CaV2.2e37a activity. We used a heterologous 
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expression system and patch-clamp technique in whole-cell configuration with voltage-
clamp mode and found that N40D impacts on MOR inhibitory effects on CaV2.2e37a. 
Thus, N40D produces a gain of function to inhibit presynaptic CaV2.2 currents from 
splicing isoform specific of pain pathways. Moreover, we found the same effect of 
N40D on the splicing isoform ubiquitously expressed in nervous system, CaV2.2e37b. 
Additionally, our genetic-population analysis showed that N40D is present in about 18 
% of the samples of an Argentinean population and its distribution throughout several 
world populations allows us to identify a genetic population structure defined by three 
clusters, corresponding to different human lineages of ancestry. Thus, our results 
suggest that human N40D polymorphism of MOR impacts on the physiological 
response of MOR activation and could be involved, conditioned by ancestry, in the 
inter-individual differences in pain sensitivity and analgesic treatment with opioids 
compounds. 
On the other hand, we studied the only known receptor of hormone ghrelin 
GHSR1a. Ghrelin is synthesized in stomach endocrine cells, and reaches the 
hypothalamus producing a potent orexigenic effects while its access to other brain 
areas is much more restricted. When ghrelin binds to GHSR1a, it activates electrical 
and transcriptional activity in hypothalamic neurons by postsynaptic mechanisms; 
however, GHSR1a is also located at the presynaptic terminals, where it is unknown 
whether contributes to this neuronal activation. Interestingly, GHSR1a is the GPCR 
which displays the highest levels of constitutive activity and it is not known whether this 
agonist independent activation of GHSR1a is involved in neuronal activation. Since 
CaV2 are very sensitive to modulation by GPCRs, we investigated whether GHSR1a 
activation impacts on CaV2 activity. We used a heterologous expression system, and 
by patch-clamp whole-cell configuration in voltage-clamp mode, we found that 
activation of GHSR1a dramatically inhibits both CaV2.1 and CaV2.2 currents. While 
constitutive activity modulates CaV2, by chronic decrease of channels density from 
plasma membrane depending on receptor expression levels and mediated by a Gi/o 
protein; ghrelin-evoked activation of GHSR1a also negatively modulates the CaV2 
activity in a reversible manner. In addition, this inhibition involves both subunits of Gq 
protein, and CaV2.2 is more sensitive to ghrelin-dependent inhibition of GHSR1a than 
CaV2.1. We also found that the voltage dependency of this inhibition is completely 
altered depending on auxiliary subunit subtype of CaVβ in the channel. Next, we 
studied whether in a neuronal context, where GHSR1a and CaV2 are expressed at 
native levels, GHSR1a modulates CaV2 mediated currents. We used primary cultures 
of rat hypothalamic neurons over-expressing GHSR1a and a transgenic mouse model 
that expresses eGFP under the control of GHSR gene promoter. In these experiments, 
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we found that both constitutive and ghrelin-dependent activities of GHSR1a reduce 
presynaptic CaV2 currents in hypothalamic neurons. 
Also, we studied the effect of a human GHSR1a mutation that eliminates 
constitutive activity, A204E, and its prevalence in an Argentinean population. We found 
that A204E impacts on GHSR1a modulation on presynaptic CaV2 by producing a 
reversible inhibition of CaV2 currents only by ghrelin dependent activity in the 
heterologous expression system and in hypothalamic cultured neurons. Additionally, 
we did not find A204E represented in the Argentinean population. Thus, A204E, with a 
very low population impact, produces a loss of function of the modulatory role of the 
GHSR1a on CaV2 currents. 
Finally, we evaluated a putative physiological impact of CaV2 modulation by 
GHSR1a. As a predominantly GABAergic tone controls several neuronal nuclei in the 
hypothalamus, we studied whether CaV2 modulation by GHSR1a could be involve in 
the GABA release in hypothalamic neurons as a mechanism of neuronal activation. We 
found that both activation modes of GHSR1a negatively regulate GABA release in 
hypothalamic neurons, only when GABA release depends on the Ca2+ influx through 
CaV2 in the axon terminals. This mechanism could have physiological relevance in 
conditions such as fasting, when the expression of GHSR1a is increased, contributing 
to neuronal activation described in these physiological situation. 
Our results demonstrated that GHSR1a activity inhibits presynaptic CaV2 
activity by canonical (GPCR agonist-dependent activation) and non-canonical 
pathways (GPCR constitutive activation), suggesting a key role of GHSR1a constitutive 
activity in synaptic physiology of hypothalamic neurons. Thus GHSR1a modulates 
presynaptic CaV2 currents by fundamentally different mechanisms dependent on mode 
activation of the receptor. 
In summary, in this thesis we described for the first time different 
unconventional mechanisms of presynaptic CaV2 modulation by GPCR activation. This 
highly effective modulation to regulate synaptic activity requires detailed studies of its 
components and their interactions to completely understand the effects in different 
cellular contexts. Also, we demonstrated that gene variations on GPCRs can 
dramatically alter its ability to modulate the CaV2, leading to large differences in the 
cellular and physiological responses which are depending on their population 
frequency to address therapeutic strategies. 
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Los canales de calcio activados por voltaje son los principales mediadores de la 
entrada de iones Ca2+ al interior celular provocado por la despolarización inducida por 
potenciales de acción en células excitables. El flujo de Ca2+ a través de estos canales 
tiene un doble impacto celular: despolarización de la membrana debido a la corriente 
positiva entrante, y un incremento de la concentración de Ca2+ a nivel de nano- o 
micro-dominio celular. El Ca2+ es un segundo mensajero esencial que interviene en 
diversos procesos celulares incluyendo la activación de enzimas, la iniciación de la 
trascripción génica, la contracción muscular, la secreción de hormonas y la liberación 
de neurotransmisores (Reuter, 1979; Tsien, 1983; Tanabe et al., 1988; Catterall, 1991; 
Dunlap et al., 1995; Delmas y Brown, 2005; Yang y Berggren, 2006; Flavell y 
Greenberg, 2008; Ribeiro et al., 2014). Así, los canales de calcio activados por voltaje 
son proteínas de transmembrana altamente especializadas en la transducción de 
señales eléctricas en señales químicas, convirtiendo cambios en el potencial de 
membrana en incrementos localizados y rápidos de la concentración de Ca2+ 
intracelular desencadenando un amplio abanico de respuestas fisiológicas.  
En el sistema nervioso la concentración de Ca2+ en el espacio extracelular es 
de  aproximadamente 1,1 mM (Nicholson et al., 1977), un valor al menos 11000 veces 
mayor que la concentración intracelular que se encuentra en el rango de 10-100 nM 
(Dubinsky y Rothman, 1991). Dado el rol fisiológico fundamental que juegan los 
cambios en la concentración de Ca2+ citoplasmático, las neuronas poseen sólo un 
número limitado de canales iónicos (incluyendo canales activados por ligando) con 
permeabilidad al Ca2+. Entre ellos, los canales de calcio activados por voltaje son 
proteínas hetero-oligoméricas exquisitamente selectivas para el Ca2+, siendo casi 
impermeables a otros cationes presentes en el medio extracelular (Ellinor et al., 1995; 
Tang et al., 2014). Estos canales permiten un rápido y controlado flujo de Ca2+ a favor 
del importante gradiente de concentración de este ion. 
En las neuronas existen diferentes subtipos de canales de calcio activados por 
voltaje. Los canales de calcio tipo L (del inglés Long Lasting) que se localizan 
principalmente en el soma y en las dendritas, son los encargados de iniciar eventos de 
transcripción génica dependientes de Ca2+ (Hell et al., 1993; Westenbroek et al., 1998; 
Dolmetsch et al., 2001; Wheeler et al., 2008; Brittain et al., 2012), y en algunos casos 
particulares intervienen en la regulación de la liberación de neurotransmisor, como por 
ejemplo en el sistema auditivo (Zorrilla de San Martin et al., 2010). Los canales de 
calcio tipo T (del inglés Transient), que también se pueden encontrar en soma, 
dendritas y a lo largo del axón, funcionan principalmente como reguladores de la 
excitabilidad neuronal (Perez-Reyes, 2003; McKay et al., 2006; Molineux et al., 2006), 
pudiendo en algunos casos particulares controlar también la neurosecreción (Carbone 
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et al., 2006; Giancippoli et al., 2006; Weiss et al., 2012). Y por último, los canales de 
calcio tipo N (del inglés, Non-L and Neuronal), tipo P/Q (del inglés Purkinge) y tipo R 
(del inglés Resistant) que se sub-localizan principalmente en las terminales nerviosas 
donde su apertura inicia la liberación de neurotransmisores (Westenbroek et al., 1992; 
Westenbroek et al., 1995; Reid et al., 2003). 
Si bien los canales de calcio activados por voltaje constituyen complejos 
heteroméricos compuestos generalmente por cuatro subunidades distintas: α1, β, α2 y 
δ, todos poseen una subunidad α1 (Curtis y Catterall, 1984; Hosey et al., 1987; 
Catterall, 2010). Esta subunidad está formada por más de 2000 aminoácidos y 
contiene el poro selectivo del canal, el sensor de voltaje, determinante de los 
mecanismos de compuerta, y es sustrato de diversos sitios de modulación por 
segundos mensajeros, drogas y toxinas (Takahashi et al., 1987; Catterall, 2000; 
Catterall et al., 2005; Catterall, 2010, 2011). En forma análoga a la subunidad α de los 
canales de sodio activados por voltaje (NaV), la subunidad α1 de los canales de calcio 
voltaje activados está organizada en cuatro dominios homólogos (I-IV) cada uno con 
seis segmentos hélice α transmembrana (S1-S6) (Takahashi et al., 1987; Catterall, 
2010). El poro del canal se forma mediante los segmentos S5 y S6 de cada dominio y 
los bucles asociados a membrana S5-S6. El lado extracelular del poro está delineado 
por residuos negativos de glutamato altamente conservados, determinando su alta 
selectividad y permeabilidad al Ca2+ (Ellinor et al., 1995). Por otro lado, el sensor de 
voltaje está conformado por los segmentos S4 cargados positivamente de cada 
dominio homólogo. Cada subtipo de canal contiene una subunidad α1 determinada, 
que le otorga propiedades cinéticas de activación e inactivación particulares, así como 
una sensibilidad diferencial ante distintos antagonistas (Ellinor et al., 1995; Catterall et 
al., 2005; Tang et al., 2014). Adicionalmente en neuronas, la subunidad auxiliar 
citoplasmática β, y las subunidades de transmembrana α2 y δ (unidas entre sí por 
puentes disulfuro) se asocian por interacciones no covalentes a la subunidad principal 
α1 y regulan la estabilidad y el tráfico a membrana del complejo (Curtis y Catterall, 
1984; Hosey et al., 1987; Catterall, 2010). Así, el modelo hetero-oligomérico 
ampliamente aceptado en neuronas de los canales de calcio está compuesto por una 
subunidad principal α1 transmembrana de 190-250 kDa, asociada a un dímero α2δ de 
170 kDa unido por puentes disulfuro, y una subunidad intracelular β de 55 kDa 
(Takahashi et al., 1987). Aunque las subunidades auxiliares β y α2δ modulan el canal, 
las distintas corrientes de calcio fueron definidas en base a herramientas 
farmacológicas y a sus propiedades biofísicas generadas por las diferentes 
subunidades α1. De esta manera, los diferentes subtipos de canales de calcio 
activados por voltaje se distinguen por múltiples características que incluyen 
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propiedades biofísicas y farmacológicas, localización sub-celular y funciones 
fisiológicas.  
La nomenclatura de los canales de calcio activados por voltaje ha sufrido 
diversos cambios y varios criterios de clasificación han sido utilizados al mismo tiempo 
en la etapa previa al clonado de los genes que codifican cada subunidad α1. Esto 
presentó una gran dificultad para la estandarización del conocimiento sobre estas 
proteínas (Birnbaumer et al., 1994). Durante la década de los noventa, la expansión de 
la biología molecular ha permitido clonar muchos de los genes codificantes de las 
subunidades α1 de los canales de calcio. En el año 2000 varios investigadores 
referentes del área definieron una nomenclatura simple basada en el grado de 
homología de las secuencias aminoacídicas de las regiones más conservadas 
(segmentos transmembrana) de cada subunidad α1 (Ertel et al., 2000). Siguiendo los 
delineamientos de la nomenclatura de los canales de K+ activados por voltaje (Chandy, 
1991), los canales de calcio activados por voltaje fueron nombrados utilizando el 
símbolo químico del ion que permean (Ca) con el principal regulador fisiológico 
(voltaje) indicado como un subíndice (CaV), seguido por un identificador numérico para 
designar la familia (determinadas por el grado de homología de la secuencia de 
aminoácidos) y subfamilias (siguiendo el orden de descubrimiento dentro de la familia) 
a la que pertenecen (CaVn.n). De acuerdo con este criterio, se identificaron tres 
familias de CaV: CaV1 (1.1, 1.2, 1.3 y 1.4) que median las corrientes L, CaV2 que 
median las corrientes P/Q, N y R (2.1, 2.2 y 2.3) y CaV3 (3.1, 3.2 y 3.3) que median las 




La especialización funcional de los distintos CaV se ve reflejada en la 
especificidad de su localización sub-celular. Algunos subtipos de CaV son mediadores 
críticos en la transferencia de información entre neuronas y se encuentran 
estratégicamente localizados en ambos extremos de la sinapsis: la membranas pre- 
(CaV2) y post-sináptica (CaV1), donde integran señales e inician respuestas que 
impactan en la actividad neuronal.  
En las terminales axonales, la entrada de Ca2+ es condición necesaria para la 
liberación de transmisores involucrados en la neurotransmisión rápida, cuya magnitud 
depende en forma exponencial de la extensión del ingreso de Ca2+ en las cercanías de 
los sitios activos de liberación (Zucker y Regehr, 2002). La familia de los CaV2 
representa la mayor vía de ingreso de Ca2+ en estas terminales (Catterall, 2011). Allí, 
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Regulación de los CaV pre-sinápticos por receptores acoplados a proteína G 
 
Dentro de los factores que regulan la actividad de los CaV2 en las membranas 
pre-sinápticas se encuentran los receptores acoplados a proteína G (GPCR, del inglés 
G protein coupled receptor). Estos receptores, en general, modulan negativamente la 
actividad de los CaV2 y, en consecuencia, reducen la liberación de neurotransmisores 
tanto excitatorios como inhibitorios (Catterall y Few, 2008; Zamponi y Currie, 2013), 
contribuyendo así a la modulación de la activación neuronal. 
Los GPCRs constituyen una súper-familia de proteínas codificadas por 
aproximadamente 800 genes en el genoma humano que son activados por una gran 
variedad de ligandos (Takeda et al., 2002; Fredriksson et al., 2003). Dada su gran 
diversidad de funciones y participación en múltiples procesos fisiológicos representan 
blancos terapéuticos muy importantes (Klabunde and Hessler, 2002). Los GPCRs 
poseen un dominio N-terminal extracelular, siete dominios transmembrana α hélice y 
un dominio C-terminal intracelular al cual se acoplan los distintos subtipos de proteínas 
G. La unión de ligandos en el lado extracelular del receptor produce un cambio 
conformacional que desencadena la activación de la proteína G (Vaidehi et al., 2014). 
Las proteínas G son hetero-trímeros anclados a membrana formados por una 
subunidad Gα, y una Gβ y Gγ que actúan como heterodímero obligado (Gβγ). En los 
humanos, existen al menos 16 genes codificantes de la subunidad Gα de proteínas G, 
las cuales se clasifican en tres familias principales: Gαs, Gαi/o, y Gαq. Por otro lado, 5 
genes codifican a las subunidades Gβ y 12 a las subunidades Gγ (Zamponi y Currie, 
2013). La unión del agonista al GPCR cataliza el intercambio de GDP (del inglés 
guanosine diphosphate) por GTP (del inglés guanosine triphosphate) en la subunidad 
Gα provocando cambios en su conformación que desencadena la disociación del 
monómero Gα de Gβγ (Venkatakrishnan et al., 2013). Así, las subunidades Gα y Gβγ 
liberadas son capaces de activar diversas cascadas de señalización intracelular y 
modular múltiples efectores intracelulares, como los CaV2 pre-sinápticos (Zamponi y 
Currie, 2013). 
La inhibición de los CaV2 por la activación de GPCRs fue demostrada por 
primera vez hace más de 30 años en el laboratorio de Dunlap y Fischbach quienes 
reportaron que la norepinefrina, el ácido ɣ-aminobutírico (GABA, del inglés gamma-
aminobutyric acid), la encefalina y la serotonina reducían la amplitud de las corrientes 
tipo N en neuronas sensoriales (Dunlap y Fischbach, 1978, 1981). Posteriormente el 
descubrimiento de una gran variedad de neurotransmisores y neuromoduladores que  
actuaban sobre sus GPCRs inhibiendo las corrientes CaV2, generalizó a este 
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mecanismo como un modulador importante de la actividad sináptica (Catterall y Few, 
2008; Zamponi y Currie, 2013).  
Existen numerosas vías de señalización activadas por los GPCRs que 
convergen impactando en la actividad de los CaV2. En neuronas, la vía mejor 
estudiada es mediada por el heterodímero Gβγ de la proteína Gi/o, no involucra otros 
segundos mensajeros y, por lo tanto, inhibe muy rápidamente las corrientes (en menos 
de 1 s (Zhou et al., 1997)) (esquema 2). Este mecanismo está restringido a la 
membrana plasmática y la inhibición es producto de la unión directa de una molécula 
de Gβγ a la subunidad α1 de los CaV2 (Herlitze et al., 1996; Ikeda, 1996; Zamponi y 
Snutch, 1998), específicamente en el bucle I-II, aunque probablemente también 
participen los dominios N- y C- terminal (Zhang et al., 1996; De Waard et al., 2005). 
Esta unión puede ser transitoriamente liberada por períodos de despolarización de la 
membrana (Zamponi y Currie, 2013), motivo por el cual es conocida como inhibición 
dependiente del voltaje. La principal consecuencia de esta característica es un 
desplazamiento de la curva de activación en función del voltaje de la corriente 
macroscópica de los CaV2.1 y CaV2.2 hacia potenciales más positivos cuando están 
inhibidos. Así, se plantea que este mecanismo puede contribuir a la plasticidad a corto 
plazo en algunas sinapsis (Catterall y Few, 2008), siendo la inhibición más efectiva en 
neuronas que disparan potenciales de acción a baja frecuencia en comparación con 
neuronas que atraviesan períodos de disparos a altas frecuencias (Williams et al., 
1997; Park y Dunlap, 1998; Elmslie, 2003).  
La activación de GPCRs también puede evocar una inhibición de las corrientes 
CaV2 que es resistente a la despolarización, y en consecuencia independiente del 
voltaje. Este tipo de inhibición puede estar mediado por cascadas muy diversas de 
señalización involucrando la activación de proteína Gαq, Gαs como Gαi/o, el 
subsecuente aumento de la concentración de diversos segundos mensajeros que 
inhiben los CaV2 mediante fosforilaciones del canal (Raingo et al., 2007) o por 
disminución de su densidad en membrana (Beedle et al., 2004) sin modificación de la 
activación por voltaje de la corriente macroscópica (Zamponi y Currie, 2013) (esquema 
2). Debido a que esta inhibición involucra varios pasos en sus cascadas de 
señalización, es más lenta (aproximadamente 9 s (Zhou et al., 1997)) que la inhibición 
dependiente del voltaje. Algunas de las vías mejor descriptas para esta inhibición son 
aquellas activadas por GPCRs acoplados a proteína Gq (GqPCR), las cuales incluyen 
activación de fosfolipasa C (PLC, del inglés phospholipase C) y la consecuente 
depleción de su sustrato, el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2, del inglés 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) (Suh et al., 2010); la generación de ácido 
araquidónico (Liu y Rittenhouse, 2000, 2003; Delmas y Brown, 2005) y la participación 
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debido a que en su secuencia contiene un sitio blanco de fosforilación por tirosina 
quinasa (Raingo et al., 2007). De esta manera los mecanismos del splicing alternativo 
de los CaV2.2 controlan la sensibilidad de los mismos a la inhibición independiente del 
voltaje.  
Como mencionamos previamente, la activación de los GPCRs por sus 
agonistas modula la actividad de los CaV2 pre-sinápticos. Sin embargo, el 15 % de los 
GPCRs pueden adquirir un estado activo en ausencia de ligando (Seifert y Wenzel-
Seifert, 2002) que potencialmente podría impactar en la actividad de los CaV2. Esta 
actividad constitutiva de los GPCRs oscila entre niveles de activación leves a muy 
altos dependiendo del receptor y del contexto celular (Seifert y Wenzel-Seifert, 2002; 
Tao, 2008). Si bien escasos estudios han abordado el efecto de este tipo de actividad 
de los GPCRs sobre las corrientes CaV2, la inhibición de los canales podría tener un 
impacto fisiológico importante debido a una reducción crónica de la neurotransmisión. 
Hasta el momento, se ha descripto este tipo de interacción solamente para los CaV2 y 
dos GPCRs, el receptor de glutamato, mGluR1 (del inglés metabotropic glutamate 
receptor subtype 1) y receptor de nociceptina, ORL1 (del inglés opioid receptor-like 1), 
que a través de una actividad independiente de agonista pueden inhibir las corrientes 
CaV2.1 y CaV2.2, respectivamente (Kitano et al., 2003; Beedle et al., 2004). Si bien 
estos estudios demuestran que mGluR1 y ORL1 inhiben las corrientes e interaccionan 
físicamente con el canal formando complejos (Kitano et al., 2003; Beedle et al., 2004), 
no logran determinar si la causa de la inhibición es la sola presencia del GPCR o su 
actividad constitutiva. Adicionalmente, la actividad constitutiva y la dependiente de 
agonista pueden verse drásticamente alteradas por la presencia de mutaciones o 
polimorfismos en la secuencia de ADN de los genes que codifican los GPCRs. Estos 
cambios, dependiendo de su localización dentro del gen, pueden impactar en el 
funcionamiento del receptor, modificando los niveles de expresión de ARN y proteína, 
tráfico a membrana, modo de activación y acoplamiento a proteínas intracelulares 
(Rana et al., 2001). La presencia de estas variaciones a nivel de la secuencia de ADN 
puede producir subtipos de GPCRs con distintas propiedades que podrían impactar en 
la actividad modulatoria de los GPCRs sobre los CaV2 pre-sinápticos.  
Los GPCRs constituyen la familia de blancos terapéuticos más importante de la 
industria farmacéutica (Klabunde y Hessler, 2002) y el desarrollo de drogas que actúen 
activando o bloqueando estos receptores es una estrategia terapéutica muy utilizada. 
Sin embargo, debido a la diversidad de acción de los GPCRs y a las modulaciones 
finas que ocurren como consecuencia de variantes tanto de los receptores como de 
sus blancos, es preciso realizar estudios detallados de los mecanismos que median 
los efectos de cada GPCR de interés para un desarrollo seguro de nuevos fármacos. 
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En este contexto, nos proponemos estudiar el impacto de la activación de dos 
GPCRs relevantes fisiológicamente: el receptor opioide µ y el receptor de ghrelina, y 
cómo impactan los cambios de sus secuencias en la actividad modulatoria sobre los 
CaV2 pre-sinápticos, moléculas claves en el control de la neurotransmisión. 
 
El receptor opioide µ 
 
Los compuestos opioides son los analgésicos más eficaces y más utilizados en 
la historia humana (Brownstein, 1993). Los mediadores fisiológicos de sus efectos, 
tanto de péptidos opioides endógenos como exógenos, son los receptores opioides. 
Estos receptores constituyen una familia de GPCRs, de alta homología, que incluyen 
cuatro miembros: receptores opioides δ (DOR, del inglés delta opioid receptor) (Evans 
et al., 1992; Simonin et al., 1994), receptores opioides к (KOR, del inglés kappa opioid 
receptor) (Yasuda et al., 1993), receptores opioides µ (MOR, del inglés mu opioid 
receptor) (Chen et al., 1993) y los ORL1 (Chen et al., 1994; Mollereau et al., 1994). Si 
bien, el uso de agonistas de estos receptores en la práctica clínica incluye diferentes 
opioides, el más utilizado es la morfina, un alcaloide analgésico muy potente y con 
propiedades adictivas, identificado como el principio activo de la planta del opio o 
adormidera (Papaver somniferum), cuyo uso data de la edad antigua (Brownstein, 
1993). Por otro lado, se han descripto diversos ligandos endógenos, que si bien no son 
específicos de un receptor opioide, presentan una mayor afinidad selectiva sobre 
determinado receptor. Así, las endorfinas se unen preferentemente a receptores µ, las 
encefalinas a receptores δ, las dinorfinas a receptores κ y las nociceptinas/orfaninas a 
los ORL1 (Mayer y Hollt, 2001; Pasternak, 2004, 2014).  
El primer receptor opioide en ser clonado fue el DOR (Evans et al., 1992), el 
cual presenta una distribución restringida al bulbo olfatorio, neo-córtex, núcleo 
accumbens y en menor grado en el tálamo, hipotálamo y médula. A nivel celular, se 
localiza pre- sinápticamente donde participa regulando la liberación de 
neurotransmisores en vías aferentes nociceptivas (Beaudry et al., 2011; Chu Sin 
Chung y Kieffer, 2013). Hasta el momento no existen drogas de uso clínico que actúen 
por activación de DOR (Pasternak, 2014). ORL1 es el receptor opioide más 
recientemente identificado (Chen et al., 1994; Mollereau et al., 1994), el cual se 
expresa mayoritariamente en el sistema nervioso periférico donde modula la liberación 
de neurotransmisores tanto en el sistema simpático y parasimpático como en nervios 
sensitivos (Giuliani et al., 2000; Meunier, 2003). Si bien ORL1 participa activamente de 
procesos anti-nociceptivos, hasta el momento no se han sintetizado compuestos que 
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estén en uso que sean específicos de ORL1 aunque algunos antagonistas opioides se 
pueden unir a él (Chiou et al., 2007). KOR y MOR, por otro lado presentan una 
distribución más amplia, incluyendo el área tegmental ventral, núcleo accumbens, 
corteza pre-frontal, striatum, amígdala, locus coeruleus, substancia nigra, habénula, 
hipotálamo, hipocampo, medula y nervios periféricos entre otros, con una localización 
celular tanto pre como post-sináptica (Chen et al., 1993; Yasuda et al., 1993; Knapp et 
al., 1995; Minami y Satoh, 1995; Simonin et al., 1995). KOR participa en la regulación 
de la liberación de neurotransmisores en vías nociceptivas a nivel cerebral (Bruijnzeel, 
2009), sin embargo, el desarrollo de analgésicos de uso clínico ha sido limitado por los 
efectos secundarios indeseables que generan por la participación de KOR en otros 
aspectos del sistema nervioso. MOR tiene una amplia distribución tanto a nivel central 
como periférico y una alta eficacia para aliviar el dolor tras su activación específica por 
diversos compuestos naturales como la morfina y la codeína o sintéticos como el 
tramadol y el fentanilo, por lo tanto constituye el miembro más estudiado de la familia 
de los receptores opioides para el desarrollo de terapias paliativas del dolor en la 
actualidad (Gourlay, 2005; Ross et al., 2006; Trescot et al., 2008; Pasternak, 2010; 
Rachinger-Adam et al., 2011; Pasternak, 2012; Pasternak y Pan, 2013; Pasternak, 
2014). 
Siendo el principal mediador de los potentes efectos de los opioides, MOR 
juega un papel fundamental en diversas funciones biológicas incluida la analgesia, la 
respuesta al estrés, respuestas emocionales, la tolerancia y dependencia a distintas 
drogas, el aprendizaje y la memoria, entre otras (Bodnar, 2014). Para ejercer estos 
efectos, MOR se acopla a nivel molecular principalmente a Gi/o, cuya activación en 
neuronas impacta en diversos efectores tendientes, en general, a disminuir la actividad 
neuronal: disminuye el potencial de membrana y la excitabilidad, dado que promueve 
la apertura de canales rectificadores anómalos de la entrada de K+ activados por 
proteína G; reduce la liberación de neurotransmisores excitatorios, por inhibición de la 
actividad de los CaV2; y regula negativamente sistemas de segundos mensajeros y la 
expresión génica, por reducción de la actividad de adenilato ciclasa (Ikeda et al., 2002) 
(esquema 3). De esta manera, la activación de MOR por agonistas opioides interviene 
en numerosos procesos fisiológicos impactando en diversos efectores que en conjunto 
tienden a disminuir la actividad transcripcional y eléctrica de las neuronas. 
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Si bien los opioides siguen constituyendo analgésicos de elección en muchos 
tratamientos, su utilización puede generar efectos adversos como tolerancia y 
desarrollo de dependencia. Estos dos factores como así también la respuesta 
analgésica a una determinada dosis de opioides varían ampliamente entre individuos 
(Pasternak, 2004; Bodnar, 2014), por lo que la aplicación de dosis estandarizadas 
puede llevar a graves efectos secundarios indeseables (Pasternak, 2014). Así, una 
predicción de los resultados clínicos basados en las diferencias inter-individuales 
reduciría la incidencia de terapias inadecuadas y el número de pacientes que 
desarrollan dependencia. Una de las causas posibles de estas diferencias inter-
individuales es la existencia de polimorfismos en los genes de los receptores. En el 
caso del receptor MOR existen estudios de asociación que sugieren que ciertos 
polimorfismos de este gen generan diferencias en la percepción de estímulos nocivos 
(Fillingim, 2005; Fillingim et al., 2005; Buskila, 2007; Sia et al., 2008), y en la respuesta 
a distintas drogas analgésicas (Janicki et al., 2006; Bruehl et al., 2008; Campa et al., 
2008). Si bien la variabilidad inter-individual de caracteres resulta, en general, de 
interacciones complejas entre factores ambientales y genéticos, lo contrario se ha 
demostrado para varios genes específicos cuyas variantes son suficientes para 
determinar un fenotipo. Reportes de este tipo incluyen estudios de patrones de 
desequilibrios de ligamiento, de asociación caso-control, y de familias (Violon y 
Giurgea, 1984; Hartrick et al., 1986; Bachiocco et al., 1993; Mogil, 1999; Mayer y Hollt, 
2001; Levran et al., 2011; Pecina et al., 2014).  
Las  variaciones en el genoma humano capaces de generar un fenotipo en 
forma poco dependiente del ambiente incluyen principalmente a los polimorfismos de 
un nucleótido, los cuales ocurren cada 100-300 pares de bases, dando cuenta del 90 
% de las variaciones genéticas (Venter et al., 2001; Lercher y Hurst, 2002; Shastry, 
2002). El impacto de un polimorfismo depende del nucleótido que es alterado y de su 
localización. Los polimorfismos sinónimos pueden alterar un nucleótido en un exón sin 
modificar el aminoácido resultante en la proteína (polimorfismo silencioso), o 
polimorfismos no-sinónimos que resultan en la alteración de la secuencia aminoacídica 
de la proteína. Adicionalmente, pueden ocurrir en regiones promotoras, intrónicas o 
inter-génicas y, consecuentemente pueden afectar la transcripción, el procesamiento, 
la estabilidad y la traducción. En este contexto, el polimorfismo de un nucleótido más 
estudiado del gen de MOR (OPRM1, opioid receptor µ 1) es N40D. Este polimorfismo 
no-sinónimo, en el cual la adenina de la posición +118, dentro del exón I, es sustituida 
por una guanina, genera en la secuencia aminoacídica un cambio de asparagina (N) 
por aspartato (D) en la posición 40 (N40D) (Bergen et al., 1997). El aminoácido 40 se 
ubica en el extremo N-terminal, formando parte del dominio extracelular del receptor.  
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Las consecuencias del cambio de N por D en la posición extracelular 40 
incluyen que el subtipo MOR-D (que contiene D en la posición 40) posea un sitio 
menos de glicosilación que el MOR-N (que contiene N en la posición 40) ya que N40 
constituye, junto a otros cuatro residuos N, sitios de glicosilación (Mestek et al., 1995; 
Huang et al., 2012). Adicionalmente, en diferentes estudios in vitro se han evaluado 
otros efectos de N40D sobre la función del receptor, obteniéndose resultados 
conflictivos hasta el momento (Lopez Soto et al., 2013). En ensayos de expresión, el 
receptor mutado MOR-D mostró mayor afinidad de unión a la β-endorfina, que el 
receptor MOR-N (Bond et al., 1998). Sin embargo, otros estudios no detectaron 
cambios significativos en la afinidad o la potencia de la β-endorfina, y los mecanismos 
de señalización entre subtipos (Befort et al., 2001; Beyer et al., 2004). Se ha 
reportado, además, que en células CHO (del inglés, chinese hamster ovary) 
transfectadas con MOR-D, los niveles de expresión de ARNm y proteínas de este 
receptor son menores que en aquellas transfectadas con el receptor silvestre MOR-N 
(Zhang et al., 2005). Así, N40D parece afectar directamente distintos aspectos del 
efecto de MOR a nivel celular pero los datos actuales no son suficientes para entender 
en profundidad este proceso.  
La activación de MOR por agonistas desencadena la activación de las vías de 
señalización de Gi/o, inhibiendo la actividad de los CaV2.2 pre-sinápticos (esquema 3). 
Así, a nivel periférico, se inhibe la liberación de neurotransmisores excitatorios en las 
terminales nerviosas de la raíz dorsal de la médula espinal, promoviendo 
consecuentemente una disminución de la señal dolorosa (Polo-Parada y Pilar, 1999; 
Bourinet y Zamponi, 2005). Debido a la importancia de este mecanismo en el efecto 
analgésico de MOR, se ha comenzado a indagar en el impacto de N40D sobre la 
modulación de CaV2.2 por MOR. Con respecto a esto, se encontró que en neuronas 
simpáticas transfectadas con MOR-N las corrientes CaV2.2 son menos sensibles a la 
modulación por dos agonistas de MOR, morfina y DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-
ol]-enkephalin), que las transfectadas con MOR-D (Margas et al., 2007) (esquema 3). 
Estos datos sugieren un rol modulatorio diferencial para los subtipos de MOR sobre la 
actividad de los CaV2.2. Así, entender cómo estas modificaciones impactan en la 
señalización nociceptiva puede ayudar a desarrollar estrategias para combatir distintos 
estados de dolor. En este contexto, nosotros proponemos determinar cuál es la 
sensibilidad de la isoforma CaV2.2e37a, exclusiva de las neuronas nociceptivas, a los 
dos subtipos de MOR (esquema 3).  
Diversos estudios han asociado a N40D con diferencias en la sensibilidad al 
dolor y respuestas analgésicas entre poblaciones humanas. En diferentes poblaciones 
el alelo D40 ha sido asociado con respuestas aumentadas al dolor y umbrales del 
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dolor disminuidos (Sia et al., 2008; Tan et al., 2009), y un aumento de los 
requerimientos de opioides en pacientes con dolor post-operatorio (Klepstad et al., 
2004; Chou et al., 2006a; Chou et al., 2006b; Sia et al., 2008; Tan et al., 2009). Sin 
embargo, otros estudios no pudieron encontrar estas asociaciones (Pettersson et al., 
2012; De Gregori et al., 2013; Solak et al., 2014; Xu et al., 2014) o inclusive 
encontraron asociaciones opuestas (Janicki et al., 2006; Song et al., 2013). Dados los 
múltiples componentes genéticos de las poblaciones mundiales actuales, se ha 
propuesto que las discrepancias entre estos estudios se deben a la contribución de un 
proceso de estratificación poblacional en la constitución de los fenotipos observados 
(Levran et al., 2011). D40 es muy frecuente en poblaciones asiáticas, muy poco 
frecuente en poblaciones africanas y afroamericanas, y presenta frecuencias 
intermedias en las poblaciones europeas (Bergen et al., 1997; Bond et al., 1998; 
Gelernter et al., 1999; Klepstad et al., 2004; Janicki et al., 2006; Landau et al., 2008; 
Tan et al., 2009; Levran et al., 2011). Las poblaciones africanas y europeas están 
representadas en el pool génico de las poblaciones sudamericanas, en las cuales se 
desconoce por completo cuáles son las frecuencias de N40D. Adicionalmente, las 
diferencias en la frecuencia de N40D entre poblaciones no han sido abordadas por 
estudios de genética poblacional que determinen si existe una correlación entre las 
diferencias en sus frecuencias genotípicas y el grado de diferenciación entre las 
poblaciones, por lo que estudios donde se compare su distribución podrían ofrecer 
información acerca de estos aspectos. De esta manera, a pesar de la enorme cantidad 
de estudios de asociación de N40D con aspectos asociados a la sensibilidad al dolor y 
requerimientos analgésicos, no se ha alcanzado un consenso sobre el impacto de 
N40D en diferentes poblaciones humanas.  
En esta tesis nos planteamos entender el impacto funcional de los subtipos de 
MOR sobre la actividad de los CaV2.2 específicos de las vías de dolor (esquema 3). 
Por otro lado, dado que las poblaciones de distinta procedencia étnica y geográfica 
pueden presentar diferencias en las frecuencias alélicas y genotípicas de sus 
polimorfismos genéticos, impactando en características fenotípicas complejas como la 
sensibilidad a estímulos dolorosos, nos proponemos determinar las frecuencias de 
N40D en una población argentina como un primer aporte al conocimiento de su 
variabilidad e incidencia en nuestra región. Así, esperamos que el estudio de la 
variabilidad genética de MOR y de sus mecanismos modulatorios sobre los canales 
CaV2.2e37a contribuya a conocer las bases moleculares de las diferencias observadas 
en la sensación dolorosa y la respuesta a tratamientos analgésicos. 
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El receptor de ghrelina 
 
La hormona ghrelina es la única hormona peptídica circulante que estimula el 
apetito (Tschop et al., 2000; Nakazato et al., 2001). Ghrelina es producida 
principalmente por células endócrinas del estómago (Kojima et al., 1999), pasa al 
torrente sanguíneo y actúa principalmente a nivel hipotalámico uniéndose a su 
receptor, GHSR1a (del inglés, growth hormone secretagogue receptor type 1a) 
(Howard et al., 1996) produciendo un potente efecto orexigénico. La forma bioactiva de 
ghrelina requiere de una acilación con un residuo de ácido octanoico en la tercera 
serina de su secuencia peptídica por parte de la enzima ghrelina O-aciltransferasa 
(Yang et al., 2008), siendo el único péptido conocido que presenta esta modificación 
post-traduccional. Los aumentos en los niveles de ghrelina producen, además de 
efectos en el control de la homeostasis, alteraciones en procesos como la memoria, el 
aprendizaje, la respuesta al estrés y algunos aspectos hedónicos relacionados con el 
consumo de alimentos (Diano et al., 2006; Perello et al., 2010; Cabral et al., 2012; 
Mason et al., 2014; Perello y Dickson, 2014; Ribeiro et al., 2014). Así, desde su 
descubrimiento, tanto ghrelina como GHSR1a han tenido un enorme impacto como 
posibles blancos farmacológicos para tratar a pacientes con desórdenes alimenticios y, 
actualmente, patologías relacionadas con la memoria (Shi et al., 2013; Mason et al., 
2014; Ribeiro et al., 2014). Por esta razón, es necesario un conocimiento profundo del 
sistema ghrelina/GHSR1a para el desarrollo seguro de drogas que modulen este 
sistema. 
En neuronas hipotalámicas, la ghrelina ejerce sus efectos orexigénicos a través 
de las neuronas que expresan el péptido relacionado a agouti y el neuropéptido Y en 
el núcleo arcuato (Willesen et al., 1999; Cowley et al., 2003). Ghrelina al unirse a 
GHSR1a a nivel de las dendritas o el soma de neuronas aumenta la actividad de las 
mismas por mecanismos post-sinápticos: promueve la movilización de Ca2+ de 
compartimientos intracelulares, estimula la transcripción génica y aumenta la 
frecuencia de disparos de potencial de acción por inhibición de los canales de K+ tipo 
Kv7/KCNQ (Howard et al., 1996; Dickson y Luckman, 1997; McKee et al., 1997; 
Cowley et al., 2003; Holst et al., 2003; Andrews et al., 2008; Shi et al., 2013) (esquema 
4). Por otro lado, se ha sugerido también un rol de ghrelina actuando sobre GHSR1a 
localizados en la pre-sinapsis, modificando la liberación de neurotransmisor en 
neuronas hipotalámicas (Yang et al., 2011). En este contexto, cabe destacar que el 
hipotálamo cuenta con una amplia inervación inhibitoria GABAérgica (Decavel y Van 
den Pol, 1990), que establece un tono inhibitorio esencial en los mecanismos que 
regulan la ingesta de alimento y apetito (Wu et al., 2009; Kawabe et al., 2013). De esta 
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manera una modulación negativa de la neurotransmisión GABAérgica por el sistema 
ghrelina/GHSR1a en la pre-sinapsis también podría contribuir a un efecto excitatorio 
por des-inhibición de las neuronas post-sinápticas.  
Dado que los CaV pre-sinápticos poseen una alta sensibilidad a los GPCRs, 
una inhibición de su actividad por GHSR1a constituye un mecanismo muy probable de 
acción de GHSR1a en la pre-sinapsis. Así, un mecanismo posible de acción del 
GHSR1a, un GPCR acoplado principalmente a Gq, es modificar la actividad de los 
CaV2 pre-sinápticos (CaV2.2 y CaV2.1) (esquema 4). Como mencionamos antes, los 
GPCRs acoplados a proteínas Gq inhiben los CaV2 a través de un mecanismo 
independiente del voltaje (Zamponi y Currie, 2013). La activación de Gq activa varias 
cascadas de señalización de las cuales las más importantes son la activación de las 
enzimas PLC y fosfolipasa A2, las cuales producen inositol trifosfato y diacilglicerol y, 
ácido araquidónico respectivamente a partir del fosfolípidos de la membrana 
plasmática (Hille et al., 2014; Jalink y Adjobo-Hermans, 2014; Zhou y Bohn, 2014). Las 
vías de señalización activadas por los segundos mensajeros productos de estas 
reacciones, así como la depleción de PIP2 en la membrana plasmática impactan en la 
actividad de CaV2 mediante fosforilación del canal, unión de ácido araquidónico, 
desestabilización del canal por depleción de PIP2 en la membrana, internalización del 
canal o co-internalización del canal y el GPCR (Kammermeier y Ikeda, 1999; 
Kammermeier et al., 2000; Liu y Rittenhouse, 2003; Suh et al., 2010; Suh et al., 2012; 
Zamponi y Currie, 2013). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce si la actividad del 
GHSR1a tiene un impacto en la actividad de los CaV2 pre-sinápticos. 
GHSR1a posee una alta actividad en ausencia de ligando, la cual alcanza el 50 
% del máximo de actividad en presencia de agonista (Holst et al., 2003), 
convirtiéndose de este modo en el GPCR con mayor actividad constitutiva conocido. 
Se ha descripto que esta actividad constitutiva tiene un rol en los mecanismos 
neuronales que controlan la ingesta de alimento y apetito (Petersen et al., 2009), pero 
se desconoce por completo su impacto a nivel neuronal. Con respecto a esto, se ha 
identificado una variante humana del GHSR1a, GHSR1aA204E, provocada por una 
mutación puntual a nivel de la secuencia de su gen GHSR. Esta mutación consiste en 
una transversión, de citosina por adenina en la posición +611, que genera una 
sustitución de alanina (A) por glutamato (E) en la posición 204 (A204E) dentro del 
segundo segmento transmembrana del receptor. El mutante GHSR1aA204E carece 
completamente de la actividad independiente de agonista característica del GHSR1a 
salvaje, pero conserva la propiedad de activarse por ghrelina (Pantel et al., 2006). La 
sustitución A204E ha sido identificada en fenotipos de estatura baja, pero es aun 
completamente desconocido cómo impacta en el desarrollo de dicho fenotipo. Por otro 
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La importancia del estudio genético-poblacional y del impacto funcional de las 
variantes de los GPCRs, MOR y GHSR1a, sobre los mecanismos modulatorios de los 
CaV2, radica en el aporte al conocimiento de la variabilidad genética de la región y de 
los efectos específicos de determinados polimorfismos sobre la actividad de los CaV y 

























El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es estudiar la modulación 
de los CaV pre-sinápticos por la actividad de subtipos de GPCRs humanos, 
específicamente de MOR y de GHSR1a. Así, en el largo plazo, esperamos contribuir al 
conocimiento de los mecanismos que controlan la neurotransmisión y cómo estos 




1 (A) - Determinar el impacto del polimorfismo N40D sobre la actividad 
inhibitoria de MOR sobre los CaV pre-sinápticos específicos de las vías del dolor.  
    (B) - Determinar las frecuencias genéticas del polimorfismo N40D de MOR 
en una población argentina. 
 
2 (A) - Determinar el impacto de la actividad de GHSR1a y de la mutación 
A204E sobre los CaV pre-sinápticos. 
   (B) - Determinar las frecuencias genéticas de la mutación A204E de GHSR1a 
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1. Modelos experimentales 
 
1.1. Línea celular HEK 293T 
Como modelo de célula eucariota se utilizó la línea celular HEK 293T 
gentilmente cedida por el Dr. Osvaldo Uchitel (Universidad de Buenos Aires, Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires, Argentina) y depositada en el banco de células del sector 
de cultivos del IMBICE (Instituto Multidisciplinario de Biología Celular).  
 
1.2. Animales 
Se utilizaron ratas y ratones siguiendo estrictamente, en todos los 
procedimientos llevados a cabo, las recomendaciones de Guide for the Care and Use 
of Laboratory Animals of the National Institutes of Health.  
Los animales se mantuvieron en el cuarto de cría en el sector de bioterio del 
IMBICE con ciclos fijos de 12 horas luz / oscuridad y con una temperatura ambiental 
controlada (23 °C). Fueron alimentados con acceso ad libitum de agua y un alimento 
comercial completo para roedores (GEPSA, Grupo Pilar, Buenos Aires, Argentina). La 
eutanasia de los ejemplares adultos se realizó por decapitación por personal 
experimentado del bioterio. 
 
1.2.1. Rattus norvegicus 
Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley en edad fértil provenientes del 
sector de bioterio del IMBICE.  
 
1.2.2. Mus musculus 
 
1.2.2.1. Ratones wild type 
Se utilizaron ratones de la cepa C57BL6/J en edad fértil provenientes del 
sector de bioterio del IMBICE.  
 
1.2.2.2. Ratones GHSR-eGFP 
Se utilizaron ratones transgénicos que expresan la proteína eGFP (del 
inglés, enhanced green fluorescent protein) bajo el control del promotor del gen GHSR 
(ratones GHSR-eGFP) originados en el Mouse Mutant Regional Resource Center 
(STOCK Tg(Ghsr-EGFP)KZ65Gsat/Mmucd, #030942-UCD, Universidad de California, 
Estados Unidos) (Mani et al., 2014). Este ratón fue generado por el proyecto de la 
Expresión Génica Atlas del Sistema Nervioso (Gene Expression Nervous System 
Atlas-GENSAT) de la Universidad de Rockefeller. Luego de la extracción de ADN a 
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partir de tejido, el genotipo de estos animales se determinó mediante las técnicas de 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) y 
electroforesis en geles de agarosa (ver Anexo). 
 
1.2.2.3. Ratones GHSR-KO 
Se utilizaron ratones nulos condicionales para el gen GHSR (ratones 
GHSR-KO) (Zigman et al., 2005). Del mismo modo que para los ratones GHSR-eGFP, 
se extrajo el ADN y se genotipificaron mediante PCR y electroforesis en geles de 
agarosa (ver Anexo).  
 
2. Cultivos celulares 
 
2.1. Cultivos de células HEK 293T 
Los cultivos de células HEK 293T se mantuvieron rutinariamente en frascos de 
cultivo celular estériles de 25 cm2 de superficie (NEST Biotechnology Co., cat#707003, 
Jiangsu, China) con medio de cultivo Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM, 
Laboratorios Microvet, cat#P3030, Buenos Aires, Argentina) suplementado con 10 % 
suero fetal bovino (FBS, cat#1650-01, Internegocios,  Mercedes, Buenos Aires, 
Argentina) a 37 °C en una atmósfera con 95 % O2 y 5 % CO2 y humedad controlada. 
Los subcultivos se realizaron en placas de poliestireno transparentes de 35 mm de 
diámetro (NEST, cat# 706001). Para ello, cuando los cultivos celulares alcanzaron una 
confluencia del ~ 100 %, se retiró el medio de cultivo de los frascos, se agregaron 3 ml 
de solución cítrico salina (ver Anexo) y se incubaron durante 15 minutos a 37 °C. 
Luego se dispersaron las células mecánicamente y se agregaron 0,5 ml de la 
suspensión celular a cada placa de cultivo para obtener una confluencia del 60 - 70 %, 
en volumen final de 2,5 ml con DMEM + 10 % FBS. Estas placas fueron incubadas 
hasta su uso en condiciones iguales a las descriptas para los frascos. 
 
2.2. Cultivos primarios de neuronas de ratas 
Los cultivos primarios enriquecidos en neuronas hipotalámicas fueron 
obtenidos de ratas Sprague-Dawley en los días embrionarios 17-18 (E17-18). El 
procedimiento seguido fue similar al descripto en (Agosti et al., 2014). Brevemente, se 
anestesiaron las ratas preñadas con hidrato de cloral (500 mg / kg) y se removieron los 
embriones. Los cerebros de los embriones se expusieron de lado ventral y se removió 
el hipotálamo con pinzas. El tejido se colocó en solución de Hank estéril (Laboratorios 
Microvet, cat#L2005-500) enfriada en hielo, luego de dos lavados se incubó a 37 °C 
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por 20 minutos en solución de Hank con tripsina 0,25 mg / ml (Microvet, cat#L2700-
100) y desoxyribonucleasa I de páncreas bovino 0,28 mg / ml (Sigma Aldrich, 
cat#D5025, Missouri, Estados Unidos), y luego se agregaron 300 μl de FBS para 
detener la digestión. Se centrifugó a 1000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura 
ambiente y se descartó el sobrenadante. Se agregó 1 ml de solución de Hank y se 
disoció mecánicamente el tejido usando diversas pipetas Pasteur de vidrio con puntas 
de diámetros de tamaño decreciente. Posteriormente se sembraron 70000 células en 
vidrios estériles de 12 mm de diámetro previamente tratados con poli-L-lisina (Sigma 
Aldrich, cat#P8920) en placas estériles de 24-wells de 15 mm de diámetro (Greiner 
Bio-One, cat#662-160, Kirchdorf an der Krems, Austria). Los cultivos se mantuvieron a 
37 °C en una atmósfera con 95 % O2 y 5 % CO2 con 0,5 ml de DMEM / F12 1:1 
suplementado (ver Anexo). El cuarto día de cultivo se reemplazó la mitad del medio 
con medio con citosina-β-D-arabinofuranosida (Sigma Aldrich, cat# C1768) alcanzando 
una concentración final de 5 μM. 
  
2.3. Cultivos primarios de neuronas de ratón 
Utilizamos ratones GHSR-eGFP y ratones GHSR-KO en el día E17-18 para 
realizar cultivos primarios enriquecidos de neuronas hipotalámicas. El protocolo de 
cultivo fue similar al descripto anteriormente para el cultivo primario de neuronas de 
rata, excepto por la adición del suplemento B27 (1:50) (GIBCO, cat#17504-044) al 
medio DMEM / F12 1:1 suplementado.  
Adicionalmente se realizaron cultivos primarios enriquecidos en neuronas de 
hipocampo de ratones GHSR-eGFP. Una vez retirado el hipotálamo, del mismo 
ejemplar se procedió a extraer completamente el hipocampo de acuerdo al 
procedimiento descripto en (Raingo et al., 2012). Brevemente, se extrajo el cerebro y 
se lo colocó en una placa de Petri con solución de Hank estéril previamente enfriada 
en hielo. Utilizando una lupa binocular, se colocó el cerebro en posición dorsal, se 
identificaron los hemisferios cerebrales y se los separó. Se extrajeron las meninges, y 
se identificó y extrajo cada hipocampo. Posteriormente se siguió el procedimiento 
previamente descripto para realizar el cultivo primario de neuronas de rata con adición 
del suplemento B27 (1:50) al medio DMEM / F12 1:1 suplementado.  
 
3. Expresión heteróloga 
 
3.1. Transfecciones transitorias de células HEK 293T 
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Se realizaron transfecciones transitorias de células HEK 293T al 70 - 80 % de 
confluencia, utilizando el método de liposomas catiónicos con el reactivo Lipofectamine 
2000 (Invitrogen, cat#11668-019, Massachusetts, Estados Unidos) y siguiendo el 
protocolo recomendado por el fabricante. 
Los plásmidos de los GPCRs utilizados fueron: MOR-N y MOR-D provistos 
gentilmente por el Dr. Víctor Ruiz Velazco (University of Pennsylvania, Estados 
Unidos); y GHSR1a, GHSR1a-YFP, GHSR1a-A204E y GHSR1a-A204E-YFP provistos 
gentilmente por el Dr. Jacky Marie (Universités Montpellier I & II, Francia). Los 
plásmidos de las subunidades principales de los CaV utilizados fueron: CaV2.1 
(#AY714490), CaV2.2e37b (#AF055477), CaV2.2e37a (#AY211500); los de sus 
subunidades auxiliares fueron: CaVα2δ1 (#AF286488), CaVβ3 (#M88751) y CaVβ2a 
(#M80545) provistos gentilmente por la Dra. Diane Lipscombe (Brown University, 
Estados Unidos). En algunos experimentos co-transfectamos además el plásmido 
pcDNA3.1+ (Invitrogen, cat#V790-20), el dominio C-terminal asociado a membrana de 
la quinasa 2 acoplada a GPCR (MAS-GRK2-ct, del inglés membrane-associating C-
terminal construct of a G protein coupled receptor kinase 2) o un mutante Gαq (Gαq-
Q209L/D277N, Missouri S&T cDNA Resource Center, cat#GNA0Q000C0, Missouri, 
Estados Unidos) provistos gentilmente por el Dr. Gustavo Paratcha (instituto de 
Biología Celular y Neurociencia, Prof. E. De Robertis, Buenos Aires, Argentina) y la 
Dra. Diane Lipscombe, respectivamente.  
Se transfectaron iguales proporciones molares de cada plásmido excepto en 
algunos experimentos donde se utilizaron cantidades decrecientes de los plásmidos 
GHSR1a y GHSR1a-A204E.  
 
3.2. Transfecciones transitorias de neuronas hipotalámicas de rata 
Se realizaron transfecciones al sexto día de cultivo de las neuronas de los 
cultivos primarios de hipotálamo de rata previamente descriptos. Se utilizó la técnica 
de fosfato de calcio descripta en (Jiang y Chen, 2006) dado que aumenta 
considerablemente la eficiencia de transfección de células post-mitóticas en 
comparación con la metodología de liposomas catiónicos. Se utilizaron los plásmidos 
eGFP, y GHSR1a o GHSR1a-A204E unidos a la secuencia de la proteína amarilla 
fluorescente (YFP = del inglés, yellow fluorescent protein) (GHSR1a-YFP y GHSR1a-
A204E-YFP). Luego de 48 horas se realizaron los registros de patch-clamp en las 
neuronas verdes. 
 
3.3. Transducción con vectores lentivirales de cultivos neuronales de ratón GHSR-
KO 
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En el laboratorio se utilizaron vectores lentivirales de tercera generación con 
bioseguridad incrementada (Tiscornia et al., 2006). Adicionalmente, ya que el virus del 
cual derivan es un patógeno humano (virus de la inmunodeficiencia humana), durante 
la realización de los experimentos que involucraron la producción de lentivirus se 
siguieron estrictamente las normas de bioseguridad recomendadas por la American 
Biological Safety Association.  
 
3.3.1 Producción de vectores lentivirales recombinantes 
Se transfectaron cultivos de células HEK 293T con los 3 plásmidos de 
empaquetamiento lentiviral de tercera generación pMDL, pRSV y pVSVg (provistos 
gentilmente por el Dr. Ege Kavalali, University of Texas, Estados Unidos), y el vector 
de transferencia FUGW-GHSR1a-YFP o FUGW-GHSR1a-A204E-YFP (sub-clonados 
en nuestro laboratorio) en una proporción molar 1:2:2:3. Luego de 24 horas, se 
reemplazó el medio de cultivo de las células HEK 293T con 2,5 ml de medio DMEM / 
F12 1:1 suplementado (ver Anexo). Se cosechó el medio con la producción de 
vectores lentivirales 24 horas después, se lo centrifugo a 1000 r.p.m. durante 10 
minutos a temperatura ambiente, y se lo filtró con un filtro de 0,45 μm. La producción 
de vectores lentivirales se guardó en tubos estériles hasta su uso en el mismo día. 
 
3.3.2 Transducción de cultivos primarios neuronales 
Al quinto día de cultivo, se reemplazaron los 0,5 ml de medio DMEM / F12 1:1 
suplementado de los cultivos primarios de neuronas de hipotálamo de ratón GHSR-
KO, guardándolos en tubos de 1,5 ml estériles a 37 ºC, por 0,5 ml de medio con la 
producción de lentivirus; y se incubaron por 4 horas a 37 °C en una atmósfera con 95 
% O2 y 5 % CO2. Luego, se reemplazó el medio con la producción de lentivirus por el 
medio previamente guardado. Los experimentos se realizaron al día 15 de cultivo (= 
día 10 post-transducción lentiviral). 
 
4. Protocolos generales de trabajo con plásmidos 
 
4.1. Competencia bacteriana 
Se utilizaron las cepas JM109 y DH5α de Escherichia coli dado que carecen de 
los genes codificantes de la endonucleasa A y recombinasa A, por lo que garantizan 
estabilidad y calidad de las preparaciones de plásmidos obtenidas a partir de las 
mismas. 
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Para la competencia bacteriana se utilizó el método de Hanahan (Hanahan, 
1983; Hanahan y Meselson, 1983). Para ello, con un anza se realizaron estrías de 
bacterias (de un stock conservado a -80 ºC) en una placa de Petri estéril con medio 
Luria Bertani (LB) - agar 1,5 % (ver Anexo) y se incubó durante toda la noche a 37 ºC. 
Posteriormente, se transfirió una colonia de 2-3 mm de diámetro a 10 ml de medio LB 
sin antibiótico a 37 ºC con agitación ~ 18 horas. Con 100 µl de este medio saturado se 
inoculó 4 ml de medio LB sin antibiótico y se lo incubó a 37 ºC con agitación hasta que 
alcanzó una densidad óptica a 600 nm de 0,55. Luego se enfrió el cultivo de bacterias 
en hielo durante 10 minutos y se lo centrifugó a 4000 r.p.m. por 10 minutos a 4 ºC. Se 
descartó el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 32 ml de solución de 
competencia enfriada en hielo (ver Anexo), y se centrifugó del mismo modo. Se 
descartó el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 8 ml de solución de 
competencia fría, se adicionó 0,64 ml de dimetilsulfóxido (DMSO), y se incubó en hielo 
por 10 minutos. Por último, la suspensión de bacterias se alicuotó de a 200 µl en tubos 
estériles previamente enfriados en hielo, y se conservaron inmediatamente a -70 ºC 
hasta su uso. 
 
4.2. Transformación de bacterias competentes 
Se siguió el protocolo descripto por Sambrook (Sambrook, J y col, 2001). Para 
ello se adicionaron aproximadamente 100 ng de ADN plasmídico a 200 μl de 
suspensión de bacterias competentes, y la mezcla se incubó en hielo durante 30 
minutos. Luego, el tubo se transfirió a un baño de agua a 42 ºC para realizar un 
choque térmico de 45 segundos. Se colocó el tubo inmediatamente en hielo, se 
agregaron 0,8 ml de medio SOC (ver Anexo) y se incubó 1 hora a 37 ºC. Luego de la 
incubación, las bacterias se sembraron en placas de LB-agar con ampicilina (100 mg / 
ml), y se incubaron a 37ºC durante una noche. 
 
4.3. Preparación de ADN plasmídico a mediana escala (midi-prep) 
Se transfirió una colonia de bacterias transformadas con el plásmido de interés 
a 5 ml de LB suplementado con el antibiótico de selección. Se incubó a 37 ºC por 8 
horas con agitación vigorosa (300 r.p.m.). Se inoculó con 0,5 ml del cultivo de 
bacterias 200 ml de LB con antibiótico, y se incubó a 37 ºC durante toda la noche con 
agitación vigorosa. Posteriormente, se centrifugó el cultivo durante 10 minutos a 8000 
r.p.m. a 4 ºC y se realizó la extracción de ADN plasmídico utilizando un kit comercial 
(QIAGEN, cat# 12145, Massachusetts, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. 
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4.4. Cuantificación de ADN 
Se midió la absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro NanoDrop2000 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Delaware, Estados Unidos). Además, para determinar 
posibles contaminaciones de la muestra, se tuvieron en cuenta las relaciones 230 / 
260 y 280 / 260, y se realizó la corrección correspondiente. 
 
4.5. Obtención de plásmidos lentivirales de transferencia 
 
4.5.1. Sub-clonado de plásmidos lentivirales de transferencia 
Se realizaron diversas digestiones con enzimas de restricción para construir los 
plásmidos pFUGW conteniendo las secuencias para GHSR1a-YFP y GHSR1aA204E-
YFP. Se partió de los plásmidos pFUGW conteniendo la secuencia codificante para la 
proteína rSyb2mOrange (Raingo et al., 2012), y pKR6 conteniendo las secuencias 
para GHSR1a-YFP y GHSR1aA204E-YFP. Mediante el programa Clone Manager 
Basic 9 (Scientific & Educational Software, Nueva York, Estados Unidos) se estudiaron 
los sitios de corte por enzimas de restricción. Se digirieron los tres plásmidos por 
separado con la enzima EcoRI (Promega Corp., cat#R6011, Wisconsin, Estados 
Unidos) en una mezcla de reacción conteniendo 10 µg de ADN, 2 µl de buffer 10X, 2  
µl de  BSA 10X, 10 U de EcoRI y agua libre de nucleasas para alcanzar un volumen 
final de 20 µl. Se incubó a 37 °C durante toda la noche. Se realizó una extracción de 
ADN plasmídico fenol/cloroformo (sección 4.5.2) para luego digerir con otras enzimas. 
El plásmido pFUGW-rSyb2mOrange ya linealizado fue digerido con la enzima de 
restricción HpaI (Fermentas, cat#ER1031 Massachusetts, Estados Unidos) en una 
mezcla de reacción con: ADN extraído, 2 µl de buffer 10X, 10 U de HpaI y agua libre 
de nucleasas para alcanzar un volumen final de 20 µl; mientras que los plásmidos 
pKR6- GHSR1a-YFP y GHSR1aA204E-YFP se digirieron con la enzima HincII 
(Fermentas, cat#ER0491) en una mezcla de reacción de la misma composición que la 
utilizada para HpaI. Las tres mezclas se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Los 
productos se sembraron en un gel de agarosa de bajo punto de fusión (Sigma Aldrich, 
cat#A9414-10G) al 0,8 %, y se extrajeron las porciones de gel conteniendo los 
fragmentos de ADN de interés. Luego, el ADN se recuperó mediante una extracción 
con solventes orgánicos (sección 4.5.3) y se procedió a la ligación de los fragmentos 
de ADN. Se realizaron mezclas con distintas proporciones molares fragmento/vector: 
se mezclaron 75 ng de cada fragmento (GHSR1a-YFP o GHSR1a-A204E-YFP) con 
77,9 ng del vector pFUGW (relación 1:5 molar), o 75 ng de cada fragmento con 15,6 
ng del vector (relación 1:1 molar), más 2 µl de buffer 10 X, 2 U de la enzima T4 DNA 
ligasa y agua libre de nucleasas para alcanzar un volumen final de 20 µl en cada tubo 
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de reacción. Se incubó durante 1 hora a 22 °C y luego 10 minutos a 65 °C para 
inactivar la ligasa. Para verificar los productos de ligación se transformaron bacterias 
Escherichia coli de la cepa JM109. Se extrajo el ADN plasmídico de diferentes 
colonias crecidas en medio LB con ampicilina utilizando un kit comercial (QIAGEN), 
siguiendo las instrucciones del fabricante, y se realizaron cortes enzimáticos con 
distintas enzimas de restricción: PstI, XbaI, HincII y Acc65I. Luego de analizar los 
patrones de restricción en un gel de agarosa al 2 %, se escogieron aquellas muestras 
que revelaron el patrón de digestión esperado.  
 
4.5.2. Extracción de ADN plasmídico con fenol/cloroformo 
Se adicionó 1 volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1 v/v/v) a 
la mezcla de reacción de la digestión. Se mezcló por inversión hasta obtener una 
emulsión y se realizó una centrifugación a 13000 r.p.m. por 1 minuto. Se transfirió la 
fase acuosa a un tubo limpio y se agregaron 100 μl de cloroformo. Luego de mezclar y 
realizar otra centrifugación, se volvió a transferir la fase acuosa a un tubo limpio para 
adicionar un 10 % de acetato de sodio 3 M y 250 μl de etanol 96 %. Se mezcló por 
inversión y se dejó a -20 °C durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, se 
centrifugó a 4 °C por 30 minutos a 16000 r.p.m. Se lavó con 100 μl de etanol al 70 %, 
se centrifugó 15 minutos en las mismas condiciones, se descartó el etanol y luego de 
que se evaporó por completo el etanol, el ADN se resuspendió en agua desionizada 
estéril.  
 
4.5.3. Extracción del ADN del gel de agarosa con fenol/cloroformo 
Se  pesó la  porción  de  agarosa  conteniendo el  ADN  de  interés,  y  se 
adicionaron 3 volúmenes de buffer TE (ver Anexo) y se calentó a 65 °C por 10 min, o, 
en su defecto, hasta  fundido  completo  de  la  agarosa.  Posteriormente  se  dejó  
enfriar  hasta  temperatura ambiente, se agregó un volumen de fenol y se agitó 
vigorosamente. Luego de centrifugar a 12000 r.p.m por 10 minutos, la fase acuosa se 
transfirió a un tubo limpio y se prosiguió de la misma manera que en la extracción de 
ADN plasmídico fenol/cloroformo. 
 
5. Ensayo de binding 
Se transfectaron células HEK 293T con 150 y 600 ng de los plásmidos GHSR1a o 
pcDNA3.1+ (como control). Luego de 24 horas se incubaron las células con 400 nM 
ghrelina unida a fluoresceína (FLUO-ghrelina (McGirr et al., 2011)) en el buffer de 
binding (ver Anexo). Después de 30 minutos se lavaron las células con buffer fosfato 
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salino (PBS, del inglés phosphate buffered saline) (ver Anexo), se fijaron con 
formaldehido al 4 %, y se montaron con medio de montaje (anti-fade con 4',6-diamino-
2-fenilindol (DAPI)). Las células se observaron en un microscopio Eclipse 50i Nikon 
filtrando con un filtro de 500 nm y se tomaron microfotografías con una cámara DS-Ri1 
Nikon. El análisis de las imágenes se realizó con el programa ImageJ V1.48.  
 
6. Fraccionamiento sub-celular de proteínas y western blot 
Se transfectaron células HEK 293T con los plásmidos de CaV2.1 o CaV2.2, más las 
subunidades auxiliares CaVβ3 y CaVα2δ1, y los GHSR1a, GHSR1a-A204E o 
pCDNA3.1+. Se utilizó un kit de extracción (BioVision Cat. # K268-50, California, 
Estados Unidos) para extraer las proteínas de membrana y se siguió el procedimiento 
descripto en (Gandini et al., 2014). Para cada condición se utilizaron 6 placas de 
cultivo de 100 mm de diámetro. Las concentraciones de proteínas citosólicas y de 
membrana plasmática se determinaron mediante el ensayo de ácido bicinconínico. Se 
calentaron 45 μg de cada muestra de proteínas por 5 minutos en buffer de carga (ver 
Anexo) y se resolvieron en geles de SDS-poliacrilamida al 7 % para luego ser 
transferidos a membranas de nitrocelulosa (Immmobilon, Merck Millipore, 
cat#IPFL00010, Massachusetts, Estados Unidos). Luego de bloquear con 5 % de 
leche deshidratada sin grasa disuelta en TBST (ver Anexo), las membranas se 
incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios: anti-CaV2.1 (1:300 en 
TBST con 2,5 % de leche, Alomone Labs, cat#ACC-001, Jerusalén, Israel), anti-
CaV2.2 (1:200 en TBST, Calbiochem, Merck Millipore, cat#AB5154-50UL), anti-
cadherina (1:200 en TBST, Zymed, cat#71-7600, California, Estados Unidos), anti-AKT 
(1:15000 en TBST, Santa Cruz Biotechnology, cat#sc-1618, Texas, Estados Unidos) y 
anti-Hsp90 (1:2000 en TBST, Cell Signaling, cat#4874, Massachusetts, Estados 
Unidos). Las membranas se lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario 
conjugado a peroxidasa diluido en TBST con 5 % de leche. Para el análisis semi-
cuantitativo la señal de los CaV fue normalizada con la señal de la proteína cadherina. 
El análisis por densitometría se llevó a cabo usando el programa ImageJ V1.48. 
 
7. Electrofisiología 
Se realizaron registros de patch-clamp en su configuración de célula entera, 
utilizando la modalidad de fijación de voltaje con un amplificador Axopatch 200 
(Molecular Devices, California, Estados Unidos). Los datos fueron muestreados a 20 
kHz y filtrados a 10 kHz (-3 dB) utilizando el programa pClamp8.2 (Molecular Devices) 
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mediante un conversor analógico-digital Digidata 1322A (Molecular Devices). Se 
utilizaron micro-electrodos de registros constituidos por un alambre de plata clorurada 
(Ag/AgCl) incluido en una micro-pipeta de vidrio/borosilicato (diámetro externo 1,5 mm 
e interno 1,1 mm, King Precision Glass Inc., cat#KG-33, California, Estados Unidos), 
fabricadas con un estirador de pipetas (Sutter Instrument Co., P-80, California, 
Estados Unidos) y cargadas con solución intracelular (ver Anexo). Las resistencias de 
los micro-electrodos conteniendo la solución interna fueron entre 2 - 4 MΩ. Se 
admitieron resistencias en serie < 6 MΩ y se compensaron en un ~ 80 % con un 10 s 
lag-time. Se sustrajeron de manera online las corrientes de fuga usando un protocolo 
P/-4 (excepto durante los registros de las corrientes de K+). Todos los registros fueron 
realizados a temperatura ambiente.  
 
7.1. Corrientes de sodio y bario en neuronas hipotalámicas 
Se realizó patch clamp entre los días 7-10 en cultivo en neuronas hipotalámicas 
de rata y ratón. La composición de las soluciones interna y externas de detallan en el 
Anexo. Se midieron las corrientes de sodio con una solución externa alta en sodio (135 
mM de NaCl) (ver Anexo). Mientras que para medir las corrientes CaV se reemplazó la 
solución externa alta en sodio por una solución externa alta en barrio (10 mM BaCl2) 
(ver Anexo) y con 1 µM de tetrodotoxina (TTX, Sigma Aldrich, cat#T8024, Missouri, 
Estados Unidos) manteniendo la neurona de registro a -80 mV para que la solución 
despolarizante no la dañe. El potencial de mantenimiento utilizado fue de -80 mV, y se 
aplicaron pulsos de voltaje de 0 mV de 20 ms de duración en intervalos de 10 s. Los 
protocolos de voltaje utilizados para obtener las relaciones de voltaje-corriente (curvas 
IV) consistieron en pulsos cuadrados de voltaje de 20 ms de duración cada 5 s desde -
60 hasta +50 mV. 
 
7.2. Corrientes de calcio en células HEK 293T transfectadas 
Se utilizó la misma solución interna descripta para los registros de neuronas y 
una solución externa de calcio (2 mM CaCl2) (ver Anexo). Se aplicaron pulsos 
cuadrados de voltaje a +10 mV de 15 ms duración cada 10 s, desde un potencial de 
mantenimiento de -100 mV. En algunos experimentos se aplicó también un protocolo 
con un pre-pulso de +80 mV de 15 ms de duración, 12,5 ms antes del pulso para 
remover eficientemente toda la inhibición dependiente del voltaje de los CaV2 
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7.3. Corrientes de potasio en neuronas hipocampales 
Se registraron corrientes Kv7/KCNQ de neuronas piramidales de cultivos 
primarios de hipocampo del ratón reportero de GHSR, entre los días 9-13 en cultivo. 
Se utilizaron las soluciones descriptas en (Shi et al., 2013) (ver Anexo). Se aplicó un 
protocolo de voltaje de deactivación estándar que consistió en pulsos hiper-
polarizantes de -30 mV de 500 ms de duración, cada 10 s, desde un potencial de 
mantenimiento de -20 mV. 
 
7.4. Corrientes inhibitorias post-sinápticas en neuronas de hipotalámicas 
Entre los días 13 y 22 en cultivo, se registraron corrientes inhibitorias post-
sinápticas (=IPSCs, del inglés inhibitory post-synaptic currents) en cultivos primarios 
de neuronas hipotalámicas del ratón GHSR-KO. Las soluciones internas y externas se 
encuentran descriptas en el Anexo. Las neuronas se mantuvieron a -80 mV y, para 
evocar las IPSCs, se utilizó estimulación eléctrica de campo con electrodos de platino 
paralelos con una duración de 1 ms y una amplitud de 20 mA. Por otro lado, los IPSCs 
miniatura espontáneos (mIPSCs) se registraron en presencia de 1 µM de TTX en la 
solución externa y a un potencial de -70 mV. Adicionalmente, en algunos experimentos 
se aplicó un pulso de solución externa híper-osmótica alta en sacarosa (0,5 M) en 
presencia de 1 µM de TTX para evocar una liberación masiva de neurotransmisor 
independiente de potenciales de acción e ingreso del ion Ca2+ en las terminales 
manteniendo el potencial a – 70 mV (Rosenmund y Stevens, 1996). 
  
7.5. Drogas 
Se utilizó [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]- enkephalin (DAMGO, Sigma Aldrich, 
cat#E7384), ghrelina esterificada con ácido n-octanoico (Global Peptide, cat#PI-G-03, 
Colorado, Estados Unidos); [D-Arg1,D-Phe5,D-Trp7,9,Leu11]-substance P (SPA, del 
inglés substance-P analog, Biotechnology, Texas, Estados Unidos); un inhibidor 
específico de la proteína Gs, la toxina del cholera (ChTx, Sigma Aldrich, cat#C8052); 
un inhibidor específico de la proteína Gi/o, la toxina Pertussis (PTx, Sigma Aldrich, 
cat#P7208); el bloqueante de los CaV2.1, la ω-agatoxina-IVA (Peptides International, 
cat#4256-s, Kentucky, Estados Unidos); el bloqueante de los CaV2.2, la ω-conotoxina-
GVIA (Alomone lab., cat#C-300, Jerusalén, Israel). 
 
8. Determinación ex vivo de la liberación de [3H]-GABA 
Se utilizó una matriz de acero inoxidable para cerebro de ratón para cortar 
cerebros de ratones salvajes ayunados durante 48 horas o alimentados ad libitum en 
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secciones coronales de 1 mm de diámetro. De las secciones adecuadas se micro-
disectaron los núcleos arcuatos hipotalámicos. Se incubó el tejido en buffer Krebs-
Ringer-bicarbonato (ver Anexo) saturado con 95 % de O2 y 5 % de CO2 por 10 
minutos a 37 °C. Luego se incubaron con [3H]-GABA (367cpm/ml, con una actividad 
específica de 92.1 Ci/mmol) (Perkin Elmer) en buffer Krebs-Ringer-bicarbonato por 20 
minutos para llenar las vesículas sinápticas con el trazador, y se lavó dos veces con el 
buffer. Posteriormente se añadió al medio 150 µl del centelleador (Ecolite) y se midió 
la radioactividad en un contador β (liberación basal). Finalmente, al estabilizarse la 
liberación basal, se incubó por 10 minutos en buffer Krebs-Ringer-bicarbonato alto en 
K+ (ver Anexo), y se volvió a medir la radioactividad.  
  
9. Determinación de ARNm 
Al igual que en la sección 8, se realizaron micro-disecciones de las porciones de 
tejido correspondiente al hipotálamo. El ARN total de los tejidos fue aislado utilizando 
el kit de extracción RNA STAT-60 (Tel-Test inc., Texas, Estados Unidos). El ARN total 
fue tratado con DNAasa libre de ARNasa (Roche) y se retro-transcribió a ADN copia 
utilizando el kit SuperScript II Reagents (Invitrogen, cat#18064-014). La PCR 
cuantitativa se realizó utilizando el sistema de detección de secuencias de Applied 
Biosystem 7900HT y Syber Green (Applied Biosystem) y los cebadores específicos de 
GHSR fueron diseñados utilizando el programa Primer Express (PerkinElmer Life 
Science) y validados mediante un análisis de curvas de disociación. Los cebadores 
utilizados fueron “Fw GHSR-2” 5`-ACCGTGATGGTATGGGTGTCG-3` y “Rv GHSR-2” 
5`- CACAGTGAGGCAGAAGACCG-3`, los cuales hibridan específicamente en el exón 
2 de GHSR. Estos resultados fueron confirmados mediante un segundo par de 
cebadores específicos de GHSR los cuales hibridan en el exón 1 y exón 2 (“Fw GHSR-
1” 5`-ATCTCCAGTGCCAGGCACTGCT-3´ y “Rv GHSR-1” 5`-
AATGGGCGCGAGCAGGAA-3`). Los niveles de ARNm se expresaron en referencia a 
la expresión del gen constitutivo 36B4 y fueron calculados por el método comparativo 
de ciclos umbral (ΔΔCt) (Kurrasch et al., 2004). 
 
10. Análisis genético-poblacional  
 
10.1. Muestras biológicas 
Se muestrearon 90 individuos habitantes de la ciudad de Corrientes (Provincia 
de Corrientes, Argentina). Del total de muestras, 60 fueron de sangre periférica (3 ml 
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de sangre + 300 µl de anticoagulante glucosa-citrato) obtenidas gracias a la 
colaboración del Dr. Héctor Enrique Vila, Jefe de hemoterapia del Instituto de 
Cardiología de Corrientes “Juana Francisca Cabral”, mientras que las 30 restantes 
fueron obtenidas por hisopados bucales. En todos los casos los donantes voluntarios 
leyeron una “carta de información para los participantes” (ver Anexo) y cedieron las 
muestras bajo Consentimiento Informado (ver Anexo), el cual se encuentra aprobado 
por el Comité de Ética en Investigaciones Biomédicas del IMBICE. 
 
10.2. Extracción de ADN 
 
10.2.1. Extracción de ADN de sangre periférica 
Se realizó la técnica de extracción de ADN con fenol-cloroformo descripta en 
Sambrook et al. (1989). Se agregó a la sangre 12 ml de buffer A (ver Anexo), se 
mezcló por inversión 10 veces, y se incubó 10 minutos en hielo. Se centrifugó 30 
minutos a 4000 r.p.m. a 4 ºC, y se descartó el sobrenadante. Se agregaron de a 2 ml, 
8 ml de buffer A al precipitado, vorteando entre medio, se centrifugó 30 minutos a 4000 
r.p.m. a 4 ºC y se descartó el sobrenadante. Se resuspendió el precipitado con 3 ml de 
buffer B (ver Anexo), se vorteó y se agregó 150 µl de SDS (del inglés sodium dodecyl 
sulfate) al 20 % y 100 µg / ml de proteinasa K (Fermentas, cat#E00492, 
Massachusetts, Estados Unidos), y se incubó durante toda la noche a 56 ºC. Luego se 
agregaron 3 ml de fenol saturado (Sigma Aldrich, cat# P4557-100ML) se mezcló por 
inversión 10 veces, se centrifugó 10 minutos a 3000 r.p.m. a temperatura ambiente, y 
se recuperó la fase acuosa (sobrenadante). Se agregó 1,5 ml de fenol (saturado con 
buffer TRIS, pH 8) y 1,5 ml de cloroformo, se mezcló por inversión 10 veces, se 
centrifugó 10 minutos a 3000 r.p.m. a temperatura ambiente, y se recuperó la fase 
acuosa (sobrenadante). Se agregaron 3 ml de cloroformo, se mezcló por inversión 10 
veces, se centrifugó 10 minutos a 3000 r.p.m. a temperatura ambiente, y se recuperó 
la fase acuosa (sobrenadante). Se agregaron 300 µl de solución 0,3 M de acetato de 
sodio y 6 ml de etanol 100 %. Se procedió a enroscar el ADN precipitado con una 
pipeta Pasteur estéril, se lo lavó con una solución de etanol 70 %, y se desenroscó en 
200 µl de TE (ver Anexo). Se almacenaron las muestras a -20 ºC hasta su uso. 
 
10.2.2. Extracción de ADN a partir de hisopado bucal 
Se utilizó la resina Chelex 100® (Walsh et al., 1991) (Bio-Rad Inc., California, 
Estados Unidos) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La técnica 
consistió en resuspender el hisopo en 1 ml de PBS (ver Anexo), agitando durante 1 
hora a temperatura ambiente. Luego se retiró el hisopo, se centrifugó la suspensión 30 
Materiales y métodos 
 - 36 - 
 
minutos a 10000 r.p.m., y se eliminó el sobrenadante; se agregaron al precipitado 200 
µl de la resina Chelex al 5 %, y se incubó 1 hora a 56 ºC y luego 8 minutos a 98 ºC. Se 
almacenaron las muestras a -20 ºC hasta su uso. 
 
10.3. Genotipificación 
Para la identificación del polimorfismo N40D del gen OPRM1 y de la mutación 
A204E del gen GHSR se amplificaron secuencias específicas de ADN utilizando la 
técnica PCR y se tipificaron siguiendo distintas estrategias que se detallan a 
continuación. 
 
10.3.1. Polimorfismo N40D del gen OPRM1 
Se eligió la técnica PCR-RFLP (del inglés restriction fragment length 
polymorphism) para su genotipificación, dado que el polimorfismo N40D genera en la 
secuencia de OPRM1 un sitio de restricción que es reconocido por una endonucleasa 
específica y se producen, de este modo, fragmentos de ADN de distinta longitud. En 
primer lugar, se amplificó una secuencia de 154 pb (pares de bases) del gen OPRM1 
que contiene el locus del polimorfismo N40D utilizando los cebadores específicos 
descriptos en (Gelernter et al., 1999). Las condiciones de ciclado fueron levemente 
modificadas (ver Anexo). Posteriormente, se digirió el producto de PCR con la enzima 
de restricción MboI (Fermentas, cat#ER0811, Massachusetts, Estados Unidos) 
siguiendo las especificaciones del fabricante. 
Para separar los fragmentos de ADN previamente amplificados y digeridos se 
utilizó la técnica electroforesis en geles de agarosa (Promega Corp. Cat# V3125, 
Wisconsin, Estados Unidos) al 4 %, con 0,2 µl / ml de GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain  
(Biotium Inc., cat#41003,  California, Estados Unidos) en solución TAE 1X (ver Anexo). 
Para determinar el tamaño de los fragmentos obtenidos, en el mismo gel sembramos 
el marcador de peso molecular Cien-Marker (Biodynamics, cat#B040-50, California,  
Estados Unidos). De esta manera se asignaron los genotipos por muestra de acuerdo 
al  patrón de digestión específico obtenido: N/N: una banda de 154 pb; N/D: tres 
bandas, una de 154 pb, otra de 129, y la última que no se detectaba en el gel de 25 
pb; y D/D: dos bandas, una de 129 y la de 25 pb.  
 
10.3.2. Mutación A204E del gen GHSR 
Para la mutación A204E se utilizó la técnica de PCR alelo-específica. Se 
diseñó un trio de cebadores alelo-específicos con el programa Primer 3 V4.0.0 
(Untergasser et al., 2012). El trio de cebadores consistió en dos cebadores forwards, 
uno que hibrida con la secuencia wild type y otro con la secuencia mutada, y un 
Materiales y métodos 
 - 37 - 
 
cebador reverse. Adicionalmente, a los cebadores forwards se les introdujo un 
mismatch con el fin de aumentar su temperatura de melting (ver Anexo). Se realizaron 
PCRs con gradientes de temperatura de annealing con muestras de ADN control, para 
determinar la temperatura óptima a la que cada cebador hibrida específicamente y 
permite una amplificación de la secuencia deseada. Posteriormente, para cada 
muestra de ADN a genotipificar se realizaron dos PCRs, una con el cebador forward 
para la secuencia salvaje y el cebador reverse, y otra con el cebador forward para la 
secuencia mutante y el cebador reverse. 
Se utilizó la técnica electroforesis, y se sembraron los pares de producto de 
PCR junto con el marcador de peso molecular en geles de agarosa al 2 %, con 0,2 µl / 
ml de GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain en solución TAE 1X (ver Anexo). De este modo 
se genotipificó la mutación A204E en cada muestra por ausencia / presencia de banda 
de 213 pb en cada par de productos de PCR. 
 
10.4. Secuenciación de fragmentos 
Se amplificaron 10 fragmentos de ADN conteniendo el locus del polimorfismo 
N40D y 10 con el locus de la mutación A204E mediante PCR (descripta previamente 
para cada caso), y fueron secuenciados como control de calidad para confirmar la 
identidad de la secuencia amplificada y la precisión de los resultados obtenidos por 
PCR-RFLP y po PCR alelo-específica. Se utilizaron los servicios de la empresa 
Macrogen Inc. (Seúl, Corea). 
 
10.5. Muestras poblacionales incluidas en el análisis genético-poblacional 
Se incluyeron 9 poblaciones de la base de datos genéticos HapMap 
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/): población de residentes Utah con ancestría europea 
norte y este de la colección CEPH (del francés Centre d`Étude du Polymorphisme 
Human) (RUE), población china Han en Beijín (CHB), población china en Denver 
Metropolitano, Colorado (CHD), población india Gujarati en Houston, Texas (IGH), 
población japonesa en Tokio, Japón (JPT), población de ancestría mexicana en Los 
Ángeles, California (MEX), población Maasai en Kinyawa, Kenia (MKK), población 
toscana en Italia (TSI) y población de ancestría africana del sureste de los Estados 
Unidos (ASE). Las poblaciones de Luhya en Webuye, Kenia y Yoruba en Ibadán, 
Nigeria no fueron incluidas debido a que los SNPs no alcanzaban a estar 
genotipificados en el 50 % de la muestra poblacional. 
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11. Estadística 
Analizamos y graficamos los datos utilizando los programas OriginPro 8 
(OriginLab Corp., Massachusetts, Estados Unidos) y GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software Inc., California, Estados Unidos). En todos los casos examinamos la 
distribución normal por el test de Kolmogorov-Smirnov. Dependiendo de los 
parámetros y los grupos experimentales a comparar utilizamos las siguientes pruebas 
estadísticas: test t de Student de una muestra, de dos muestras apareadas, de dos 
muestras independientes y ANOVA con el post-test de Dunnett o el post-test de Tukey. 
La significancia estadística fue considerada con un p < 0,05. Los datos se expresaron 
como el promedio ± el error estándar con el número de observaciones entre 
paréntesis.  
Se ajustó la ecuación de Hill a las curvas de concentración-respuesta de 
ghrelina y DAMGO y comparamos los parámetros obtenidos con una significancia 
estadística con un p < 0,05 con el test F de Fisher (GraphPad Prism 5). 
Para el análisis genético-poblacional se calcularon las frecuencias alélicas y 
genotípicas por conteo directo. Se estimó el Equilibrio de Hardy Weinberg utilizando el 
programa Arlequín v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010), y mediante un test exacto con una 
significancia estadística correspondiente a un p < 0,05 se determinó si las frecuencias 
observadas se desviaban de las esperadas. Utilizando el mismo programa se 
calcularon las distancias genéticas entre pares de poblaciones por el índice Fst y se 
analizaron diferentes estructuras genéticas entre las poblaciones estudiadas por 
AMOVA (del inglés, analysis of molecular variance). En ambos casos se estimó su 
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Registros control de las corrientes de Ca2+ por patch-clamp: diferencias entre las 
isoformas de splicing CaV2.2e37b y CaV2.2e37a 
 
Dado que los CaV son canales activados por voltaje, y su apertura genera el 
flujo de Ca2+ al interior celular, para evaluar su actividad utilizamos la técnica patch-
clamp que permite la fijación de voltaje en una célula y el registro simultáneo de la 
corriente eléctrica que pasa a través de su membrana en tiempo real. Particularmente 
en neurociencias, conocer el funcionamiento de los canales iónicos de las células 
excitables ha sido uno de los mayores desafíos. El desarrollo de la técnica patch-
clamp, por Neher y Sakmann a fines de los años 70, ha permitido el registro de 
corrientes iónicas a través de la membrana de una célula con alta resolución. Sin 
embargo, dada su complejidad técnica, la extensiva formación y buenas habilidades 
requeridas por el experimentador, junto con la necesidad de un equipamiento muy 
sensible y costoso, han convertido al patch-clamp en una de las técnicas con mayores 
exigencias en los laboratorios actuales. 
La técnica de patch-clamp permite el estudio de la actividad de los canales 
iónicos en muchos tipos celulares. Los CaV dejan pasar en promedio 106 Ca2+ por 
segundo, generando corrientes de solo unos pocos pico amperes (pA) (Sather y 
McCleskey, 2003; Tang et al., 2014). El registro de una corriente de esta magnitud 
demanda una alta resolución del equipamiento utilizado. Para ello se requiere lograr 
un sello de alta resistencia del orden de los gigaohms (GΩ) entre el extremo romo de 
una pipeta de vidrio y la membrana plasmática de la célula, y posteriormente generar 
una comunicación entre el citoplasma y la solución interna de la pipeta. Esta 
configuración de “célula entera” crea un circuito eléctrico entre dos electrodos de Ag / 
AgCl conectados a un micro-amplificador que censa la diferencia de potencial entre 
ambos: uno de referencia en el líquido que baña las células y otro dentro de la pipeta. 
En esta configuración se interpone la membrana plasmática entre ambos electrodos 
por lo que la corriente que fluye entre ambos debe necesariamente atravesar la 
membrana plasmática.  
En cada momento que el potencial de membrana (Vm) es censado por el 
sistema y comparado con el potencial comando, una corriente de compensación que 
se asemeja a la corriente que fluye a través de la membrana es generada por el micro-
amplificador como un mecanismo de retroalimentación negativa. De esta manera, el 
Vm puede ser manipulado (modo fijación de voltaje) y esto permite el estudio de la 
actividad de aquellos canales dependientes del voltaje que se abren ante 
despolarizaciones, como los CaV, y las relaciones corriente-voltaje de los mismos. La 
aplicación de protocolos de voltaje con pulsos despolarizantes, en los que los CaV 
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están abiertos, desde un potencial de mantenimiento hiperpolarizado, en los que los 
CaV están cerrados, permite de manera eficiente estudiar el funcionamiento en 
concierto de estas proteínas y de sus corrientes macroscópicas en tiempo real. 
En esta tesis, utilizamos un sistema heterólogo de expresión para estudiar el 
funcionamiento de CaV2 recombinantes y su modulación por dos GPCRs. Nuestro 
sistema consistió en la línea celular derivada de la línea HEK 293 (del inglés Human 
Embryonc Kidney), HEK 293T, como modelo de célula eucariota, transfectadas 
transitoriamente con plásmidos conteniendo secuencias de interés. Esta línea 
presenta varias ventajas: es una línea celular altamente transfectable y contiene el 
antígeno T del SV40 (del inglés Simian Vacuolating virus 40) lo que permite la 
replicación episomal de los plásmidos que contengan el origen de replicación del 
SV40. De este modo, el incremento en la amplificación de los plásmidos transfectados 
genera una mayor eficiencia en la expresión temporal de los productos de los genes 
de interés. Adicionalmente, tiene la ventaja de poseer una exhaustiva maquinaria 
intracelular que permite el estudio de las interacciones receptores-canales sin la 
necesidad de transfectar los componentes participantes de las vías de señalización 
(Thomas y Smart, 2005). Cabe destacar, además, que no expresan de forma 
endógena ningún subtipo de CaV ni los GPCRs bajo estudio (Raingo et al., 2007; 
Zamponi y Currie, 2013).   
Mediante la técnica de liposomas catiónicos transfectamos transitoriamente 
células HEK 293T con plásmidos conteniendo la secuencia de los canales: 
CaV2.2e37b, el cual posee una amplia expresión en el sistema nervioso, o 
CaV2.2e37a, expresado específicamente en nociceptores, junto con sus subunidades 
auxiliares: CaVβ3 y CaVα2δ1 en iguales proporciones molares (1:1:1). Realizamos 
registros de patch-clamp en configuración célula entera con fijación de voltaje, y 
medimos las corrientes de Ca2+ utilizando en la solución externa 2 mM de Ca2+ como 
ion de carga.  
Con el fin de recapitular las diferencias observadas anteriormente entre las 
corrientes de Ca2+ producidas por CaV2.2e37b y CaV2.2e37a realizamos curvas de 
relación entre el voltaje aplicado y la corriente registrada (curvas IV), evocando las 
corrientes de Ca2+ con la aplicación de pulsos cuadrados de voltaje de 50 ms de 
duración desde -60 a +80 mV, cada 10 s, con un potencial de mantenimiento de -100 
mV (protocolo de IV, figura 1.A). Para independizar nuestros datos del tamaño de las 
células realizamos una normalización de los mismos expresando los valores como 
densidad de corriente. Para esto dividimos los valores de corriente por la capacitancia 
de cada célula, medida con el micro-amplificador durante el experimento en pico 
faradios (pF). Encontramos que los niveles de densidad de corriente en las células que 
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expresaban CaV2.2e37a fueron ~1.6 veces mayores que aquellas que expresaban 
CaV2.2e37b al potencial de máxima corriente (+5 mV, figura 1). Nuestros datos son 
consistentes con estudios previos, confirmando así que la inclusión del exón 37a en el 
canal CaV2.2 genera niveles de corriente significativamente mayores que la inclusión 
del exón 37b. 
Para determinar y comparar la dependencia del voltaje de la activación de 
ambas variantes de splicing de CaV2.2, se utilizó la función Boltzmann sumada a la 
ecuación de Goldman-Hodgkin-Katz (Castiglioni et al., 2006). A partir de ella se 
pueden obtener los parámetros: V1/2, que corresponde al potencial al cual se alcanza 
el 50 % de la activación de los canales, y k, que es la pendiente de la curva de 
activación. Adicionalmente, permite obtener el potencial de reversión (Vrev), que es el 
potencial de membrana al cual no hay corriente neta aún con los canales abiertos. 
Luego del ajuste realizado a las curvas IV de ambas isoformas de CaV2.2, 
encontramos que el V1/2 de las corrientes CaV2.2e37a fue significativamente menor 
que el de las corrientes CaV2.2e37b, mientras que sus k fueron similares (figura 1.B). 
Adicionalmente observamos que el Vrev fue igual para ambas variantes (figura 1.B). De 
esta manera, corroboramos también que la inclusión del exón 37a genera un 
desplazamiento de la dependencia del voltaje de la activación de CaV2.2 hacia 
potenciales más hiperpolarizados en comparación con la isoforma CaV2.2e37b.  
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Una vez obtenida nuestra condición experimental y habiendo realizado los 
controles que detallamos previamente, evaluamos si los subtipos de MOR generados 
por el polimorfismo N40D tenían un impacto sobre la inhibición de las corrientes de la 
isoforma CaV2.2e37a. El agonista específico de MOR que elegimos para nuestros 
ensayos fue el péptido sintético [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-encefalina (DAMGO) 
(Onogi et al., 1995), uno de los más utilizados para inhibir las corrientes CaV2.2 en 
estudios previos (Beedle et al., 2004; Margas et al., 2007; Raingo et al., 2007; 
Ramchandani et al., 2011). En primer lugar determinamos si la aplicación aguda de 
DAMGO producía un efecto sobre las corrientes de Ca2+ en forma independiente de su 
acción sobre MOR. Aplicamos DAMGO a células transfectadas únicamente con 
CaV2.2e37a y sus subunidades auxiliares, y corroboramos que las corrientes de Ca2+ 
se mantenían inalteradas (1,46 ± 2,37 % de variación de la corriente CaV2.2e37a, n = 
5; test t, no significativamente distinto de 0, p > 0,05). Una vez confirmado esto, co-
expresamos CaV2.2e37a, sus subunidades auxiliares y MOR-N o MOR-D y evaluamos 
la inhibición de las corrientes para ambas condiciones provocada por concentraciones 
crecientes de DAMGO. Con estos datos generamos curvas de inhibición-
concentración de DAMGO (figura 3) y observamos que concentraciones de DAMGO 
por encima de 10-2 M fueron efectivas para inhibir las corrientes CaV2.2e37a de 
manera rápida y reversible en células expresando ambas variantes de MOR. A 
concentraciones saturantes del agonista (> 100 nM), el efecto inhibitorio sobre las 
corrientes CaV2.2e37a fue similar en ambas condiciones, alcanzando 
aproximadamente un 60 % de inhibición de las corrientes. Sin embargo, a 
concentraciones no saturantes (< 100 nM), la inhibición producida por DAMGO fue 
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Para analizar estadísticamente este efecto, utilizamos la ecuación de Hill como  
modelo cinético de ajuste de las respuestas observadas. Esta ecuación describe con 
un comportamiento no-lineal y saturable la relación entre las variables “concentración” 
y “respuesta” ajustándose de manera flexible y efectiva a los datos experimentales 
(Goutelle et al., 2008). De la misma se extraen tres parámetros fundamentales: (1) 
EC50, o concentración efectiva media, concentración a la cual el agonista induce un 50 
% de la respuesta total provocada por el mismo; (2) Emax, respuesta máxima inducida 
por el agonista, y; (3) coeficientes de Hill, que dan idea de cuán sigmoidea es la curva, 
y en algunos casos representa el número de sitios de unión del agonista al receptor 
(Weiss, 1997). Así, ajustamos la ecuación a la relación concentración de DAMGO- 
inhibición de las corrientes CaV2.2e37a mediadas por ambos subtipos de MOR, y 
estimamos sus parámetros. Encontramos que los EC50s para el efecto de DAMGO en 
células expresando MOR-N y MOR-D fueron significativamente distintos (2,72 ± 1,04 y 
0,32 ± 0,12 nM, respectivamente; test de Fisher, p < 0,001) mientras que la inhibición 
máxima (63,7 ± 4,0 % para MOR-N y 65,3 ± 2,3 % para MOR-D) y los coeficientes de 
Hill (0,56 ± 0,12 para MOR-N y 0,63 ± 0,12 para MOR-D) fueron similares (figura 3.B). 
De acuerdo con los resultados obtenidos, tras su activación con DAMGO, MOR-D 
posee una potencia 8,5 veces mayor que MOR-N en inhibir las corrientes CaV2.2e37a, 
alcanzando en ambos casos una eficacia similar.  
Los GPCRs utilizan dos vías funcional- y molecularmente distintas para inhibir 
a los canales CaV2: una dependiente y otra independiente del voltaje (Zamponi y 
Currie, 2013). En los nociceptores, la inclusión preferencial de uno de los exones 
mutualmente excluyentes, 37a o 37b, en la subunidad α1 de los CaV2.2 por 
mecanismos de splicing, controla la vía principal de inhibición de las corrientes CaV2.2 
mediada por la activación de MOR (Raingo et al., 2007; Andrade et al., 2010). La 
inclusión del exón 37b provoca una inhibición completamente dependiente del voltaje, 
mientras que la inclusión del exón 37a en el canal, provoca la adición de una inhibición 
independiente del voltaje. Dado que encontramos que la activación de MOR-D es más 
potente en inhibir las corrientes CaV2.2e37a que MOR-N, decidimos evaluar si esta 
diferencia podría estar mediada por un incremento en alguna de las vías intracelulares 
activadas por MOR. Para ello, utilizamos protocolos de voltaje con pre-pulsos 
altamente despolarizantes, los cuales remueven completamente la inhibición 
dependiente del voltaje (Ikeda, 1991), permitiendo identificar una inhibición remanente 
correspondiente a la vía independiente del voltaje. En primer lugar, controlamos que el 
protocolo de pre-pulso diseñado no produjera facilitación de las corrientes de Ca2+ en 
células expresando la isoforma CaV2.2e37a junto con sus subunidades auxiliares. 
Realizamos protocolos IV sin y con pre-pulsos a + 80 mV de 15 ms de duración y 12,5 
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ms antes de la aplicación del pulso, y encontramos que ni los máximos de las 
corrientes CaV2.2e37a a todos los potenciales ni los parámetros de las curvas IV se 
vieron afectados por la aplicación del pre-pulso (figura 4.A). Adicionalmente, 
evaluamos el efecto de la expresión de MOR-D y MOR-N en la aplicación del pre-
pulso, y las corrientes CaV2.2e37a tampoco se vieron alteradas expresando ninguna 
de las variantes de MOR (figura 4.B).  
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Posteriormente, medimos la contribución de la inhibición dependiente e 
independiente del voltaje de las corrientes CaV2.2e37a mediadas por DAMGO en 
células expresando MOR-D y MOR-N, y encontramos que, en ambos casos y para 
todas las concentraciones de DAMGO evaluadas, aproximadamente un 65 % de la 
acción inhibitoria de DAMGO sobre las corrientes CaV2.2e37a fue mediada por una vía 
independiente del voltaje, la cual resiste a los pre-pulsos despolarizantes (figura 5). 
Para poder concluir que, efectivamente, la contribución de la inhibición independiente 
del voltaje no explica las diferencias entre los EC50s de ambas variantes de MOR, 
realizamos un tratamiento estadístico de estos datos estimando la relación entre las 
variables dependiente “% de inhibición independiente del voltaje” e independiente 
“concentración de DAMGO” expresando la primera en términos de una función lineal 
de la segunda. Analizamos y comparamos la proporción de la inhibición independiente 
del voltaje en función de las distintas concentraciones de DAMGO, y encontramos que 
las líneas de regresión para ambos conjuntos de datos tienen pendientes no diferentes 
de cero (CaV2.2e37a y MOR-N = 0,00002 ± 0,00188; CaV2.2e37a y MOR-D = 0,0001 ± 
0,0016; test de Fisher, p > 0,05) y que las ordenadas al origen de ambas rectas no son 
significativamente distintas entre sí (CaV2.2e37a y MOR-N = 66,61 ± 2,06 %; 
CaV2.2e37a y MOR-D = 67,19 ± 1,76 %; test de Fisher, p = 0,8661). Estos resultados 
demuestran que las fracciones de inhibición independiente y dependiente del voltaje 
son constantes a todas las concentraciones de DAMGO para ambas variantes de 
MOR (figura 5). De esta manera, las diferencias en la potencia de inhibición de las 
corrientes CaV2.2e37a de MOR-D y MOR-N no estarían mediadas por cambios en la 
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cuales se desconocen sus frecuencias. Por lo tanto, es imposible predecir cuál será la 
contribución de este polimorfismo clínicamente relevante en nuestra población. En 
esta tesis decidimos indagar la frecuencia poblacional genética de N40D en una 
población argentina, como un primer aporte al conocimiento de la variabilidad de N40D 
en Sudamérica. Para esto, elegimos realizar un muestreo en la población de la ciudad 
de Corrientes (CTES; provincia de Corrientes), dado que los estudios con marcadores 
neutros muestran similitudes con otras poblaciones urbanas argentinas (Glesmann et 
al., 2013). Además, contábamos con la documentación y procedimientos éticos 
aprobados para la toma de muestras biológicas humanas en instituciones de salud de 
dicha localidad, lo que permitió la realización de esta etapa en tiempo y forma. 
Recolectamos 90 muestras biológicas de individuos no emparentados 
habitantes de CTES. Realizamos la extracción de ADN de las muestras y, mediante 
las técnicas de PCR-RFLP y electroforesis en geles de agarosa genotipificamos el 
polimorfismo N40D. Para esto, luego de la amplificación por PCR del fragmento de 
interés, debido a que N40D genera un sitio de restricción para la enzima MboI, 
digerimos el amplificado, y sembramos el producto de digestión en un gel de agarosa. 
El patrón específico de bandas nos permitió asignar un genotipo (homocigota N/N, 
heterocigota N/D u homocigota D/D) a cada muestra (figura 7.A). Adicionalmente, 
enviamos a secuenciar 10 muestras al azar, para controlar que se amplificaba 
específicamente el fragmento de interés y que el genotipificado por PCR-RFLP fuera 
correcto (figura 7.B).  
Para llevar a cabo el análisis genético-poblacional, en primer lugar evaluamos 
si las frecuencias de N40D estaban distribuidas al azar dentro de la población 
analizada. Para ello, calculamos sus frecuencias alélicas y genotípicas, y utilizamos el 
modelo de Hardy-Weinberg para analizar su dinámica en la población bajo estudio. El 
alelo y el genotipo más frecuente fue N, y su combinación homocigota (figura 7.C), y 
las frecuencias genotípicas observadas no se desviaron significativamente de aquellas 
esperadas por el modelo de Hardy-Weinberg (heterocigosis observada = 0,31 y 
heterocigosis esperada = 0,30; test exacto, p = 1,00). De acuerdo a estos resultados, 
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El perfil genético dentro de una población global varía típicamente de un lugar a 
otro, a lo largo de su rango de distribución, dando lugar a una diferenciación entre las 
poblaciones. Este grado de diferenciación puede ser calculado mediante el índice de 
fijación de Wright (Fst), el cual describe el nivel de diferenciación genética entre dos 
poblaciones, midiendo las diferencias de las heterocigosidades de dos poblaciones 
comparadas con la heterocigosidad de una población global formada por todos los 
miembros de las dos poblaciones (Reynolds et al., 1983; Weir et al., 2005; Excoffier y 
Lischer, 2010). Así, los valores de Fst representan distancias genéticas que permiten 
percibir cuán similares son las poblaciones en un locus determinado. Para realizar el 
análisis, tomamos las frecuencias genéticas de N40D de las siguientes poblaciones de 
HapMap: RUE, CHB, CHD, IGH, JPT, MEX, MKK, TSI y ASE, y evaluamos si las 
mismas varían significativamente entre ellas y respecto a la población de CTES. Para 
ello, calculamos los índices Fst entre pares poblacionales y encontramos que sólo 
algunas de las poblaciones poseen diferencias significativas entre sus frecuencias 
(tabla 1). Nuestro análisis muestra que no existen diferencias entre poblaciones que 
poseen una ancestría mayoritaria común (casilleros grises, tabla 1) mientras que sí 
existen diferencias entre pares de poblaciones con una ancestría mayoritaria no 
compartida (casilleros blancos, tabla 1), excepto en las comparaciones poblacionales 
entre América (CTES y MEX) y Europa (RUE y TSI). De acuerdo con estos resultados, 
las frecuencias de N40D de CTES se diferenciaron significativamente de las 
poblaciones con ancestría mayoritariamente asiática y africana; y por otro lado nos 
permitió distinguir una estructura genética poblacional conformada por tres grupos: (1) 
poblaciones europeas y americanas (CTES, RUE, TSI y MEX), (2) poblaciones 
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La importancia del impacto de N40D sobre la actividad de MOR a nivel celular 
se refleja a nivel fisiológico en diferencias en la percepción de estímulos dolorosos 
entre individuos que portan las dos variantes en distintas especies. Por otro lado, 
diversos estudios han descripto que la frecuencia de este polimorfismo codificante de 
MOR varía entre las poblaciones humanas de distintos orígenes. En el capítulo I de 
esta tesis demostramos cómo N40D influencia la capacidad de MOR de inhibir a los 
canales CaV2.2 específicos de las vías del dolor, uno de los principales blancos de 
MOR. Así mismo, demostramos que la distribución de N40D a lo largo de numerosas 
poblaciones humanas permite detectar grupos poblacionales, que se correlacionan de 
manera general con una distribución por ancestría.  
La activación de MOR por agonistas tiene un fuerte rol modulatorio sobre la 
actividad de los CaV2 pre-sinápticos. Al igual que muchos GPCR acoplados a Gi/o, la 
unión de un agonista a MOR produce una inhibición de corrientes CaV2 pre-sinápticas 
completamente mediada por Gβɣ, y en consecuencia dependiente del voltaje (Seward 
et al., 1991). De esta manera MOR modula la actividad de los CaV2 pre-sinápticos en 
el sistema nervioso central y periférico ante la unión de agonistas endógenos, como 
las β-endorfinas, y exógenos, como la morfina.  
Los CaV2 pueden alterar dramáticamente su sensibilidad a la regulación por 
Gi/oPCRs mediante variaciones de su secuencia aminoacídica por mecanismos de 
splicing alternativo de su gen Cacna1b generando las isoformas CaV2.2e37b y 
CaV2.2e37a (Bell et al., 2004; Castiglioni et al., 2006; Raingo et al., 2007; Andrade et 
al., 2010). Estas isoformas se distinguen por la inclusión mutuamente excluyente del 
exón 37b o 37a, respectivamente. Mientras que CaV2.2e37b presenta un patrón de 
expresión ubicuo en el sistema nervioso central y periférico, CaV2.2e37a se expresa 
exclusivamente en neuronas nociceptivas del ganglio de la raíz dorsal (Bell et al., 
2004). Cacna1b posee sitios de splicing altamente conservados entre los mamíferos 
(Lipscombe, 2005; Gray et al., 2007), y consecuentemente con esto, el exón 37a se 
expresa en nociceptores de rata y ratón. Por lo tanto, es muy probable que la isoforma 
CaV2.2e37a esté presente en los nociceptores humanos. Notablemente, la isoforma 
CaV2.2e37a posee una mayor sensibilidad a la activación de los Gi/oPCRs. 
Recientemente se han demostrado las consecuencias celulares y fisiológicas 
de la inclusión del exón 37a por splicing alternativo (Bell et al., 2004; Castiglioni et al., 
2006; Raingo et al., 2007; Andrade et al., 2010). Los nociceptores que expresan 
CaV2.2e37a presentan corrientes CaV2.2 de mayor amplitud comparadas con aquellos 
que sólo expresan CaV2.2e37b (Bell et al., 2004; Andrade et al., 2010). Esta diferencia 
se debe a que los CaV2.2e37a permanecen más tiempo abiertos y se expresan en 
mayor densidad en la membrana plasmática que los CaV2.2e37b (Castiglioni et al., 
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2006). Esto concuerda con nuestro resultado mostrando que las corrientes 
CaV2.2e37a fueron 1,6 veces más grandes que las CaV2.2e37b. Así mismo 
observamos un corrimiento de la dependencia del voltaje hacia potenciales más 
hiperpolarizados de las corrientes CaV2.2e37a en comparación con las corrientes 
CaV2.2e37b, similares a lo descripto en estudios previos (Castiglioni et al., 2006; 
Raingo et al., 2007). También se ha descripto que los CaV2.2e37a son más sensibles 
a la inhibición mediada por la activación de MOR, dado que la inclusión del exón 37a 
posiciona en el canal un sitio blanco de fosforilación por tirosina quinasa pp60c-src, 
creando un módulo adicional de inhibición independiente del voltaje (Raingo et al., 
2007). Estudios recientes han demostrado que la presencia de CaV2.2e37a potencia 
las acciones analgésicas de la morfina (Andrade et al., 2010; Jiang et al., 2013). De 
este modo, la inclusión del exón 37a en el canal CaV2.2 constituye un mecanismo 
neuronal altamente especializado para controlar la densidad de corriente CaV2.2 y la 
inhibición independiente del voltaje mediada por los GPCRs, aumentando así las 
acciones analgésicas de morfina in vivo.  
Sumados a los mecanismos de los CaV2 que permiten controlar la sensibilidad 
a la regulación por MOR, MOR también puede tener su acción inhibitoria alterada por 
cambios en su secuencia aminoacídica. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta 
el momento no son concluyentes. Nuestros datos demuestran que el polimorfismo 
N40D impacta en la actividad inhibitoria de MOR sobre los CaV2.2 específicos de las 
vías del dolor. Encontramos que la activación de MOR-D por DAMGO posee una 
potencia 8,5 veces mayor para inhibir las corrientes CaV2.2e37a en comparación con 
la activación de MOR-N. Así mismo, a dosis no saturantes encontramos que MOR-D 
también fue más efectivo en inhibir las corrientes CaV2.2e37b que MOR-N. Nuestros 
resultados son consistentes con los observados en neuronas simpáticas transfectadas 
con ARNm de MOR-N o MOR-D, donde la aplicación de DAMGO o de morfina fue más 
potente en inhibir los CaV nativos cuando se expresaba MOR-D, sin embargo, en este 
estudio no se encontraron diferencias con otros agonistas, específicamente morfina-6-
glucurónico o endomorfina-1 (Margas et al., 2007). Por otro lado, en dos modelos de 
ratones modificados genéticamente, que expresan los subtipos humanos de MOR-D o 
MOR-N, se encontró que MOR-D fue menos efectivo que MOR-N para inhibir las 
corrientes CaV totales con morfina en neuronas del nervio trigémino, sin encontrar 
diferencias en la potencia de inhibición de DAMGO o fentanilo (Mahmoud et al., 2011; 
Ramchandani et al., 2011). Las diferencias observadas en la aplicación de diferentes 
agonistas puede deberse a una selectividad funcional, es decir, a la activación 
específica de una de las vías de señalización asociadas a MOR. Este fenómeno se ha 
descripto para diversos GPCRs (Strachan et al., 2014; Wisler et al., 2014), incluido 
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MOR (Xu et al., 2008; Zheng et al., 2010; Thompson et al., 2014). Sin embargo, 
también son evidentes las diferencias en los efectos de un mismo agonista entre los 
diferentes modelos de estudio. Esta discrepancia puede deberse a una contribución 
diferencial de subtipos de CaV a la corriente CaV nativa total registrada en los distintos 
tipos neuronales, e inclusive de diferentes isoformas de CaV2.2. Si bien en nuestro 
modelo no se evalúa el impacto de N40D sobre MOR en un contexto neuronal, tiene la 
ventaja de permitir determinar el efecto específico sobre las corrientes CaV aisladas. 
De este modo identificar un impacto sobre las corrientes CaV pre-sinápticas no tendría 
la misma relevancia fisiológica que identificarlo en corrientes de CaV con localización 
somática como los CaV1. Así, N40D impacta sobre la capacidad de MOR para inhibir 
las corrientes CaV en forma dependiente de múltiples variables: del tipo neuronal, del 
subtipo de CaV, del agonista y del sistema de estudio.  
Por otro lado, los GPCRs pueden modular la actividad de los CaV2 en ausencia 
de ligandos (Kitano et al., 2003; Beedle et al., 2004). Niveles leves y moderados de 
actividad constitutiva ha sido reportada para MOR (Seifert y Wenzel-Seifert, 2002). Sin 
embargo, de acuerdo con nuestros resultados, la expresión de ambos subtipos de 
MOR no impacta en los niveles basales de corriente de CaV2.2e37a. 
Consistentemente, se ha descripto que MOR no genera ningún tipo de inhibición 
tónica de las corrientes CaV2.2 de manera constitutiva en neuronas del ganglio de la 
raíz dorsal y en un sistema de expresión heterólogo (Beedle et al., 2004). Así, nuestros 
datos indican que ni MOR-N ni MOR-D ejercen un efecto constitutivo sobre las 
corrientes CaV2. 
A la hora de identificar las causas de la mayor potencia de la activación de 
MOR-D por DAMGO en inhibir las corrientes CaV2 que MOR-N el escenario es 
complejo. Posiblemente este efecto se deba a diferencias entre las isoformas en 
términos de su unión al agonista, cambio de conformación a la forma activa del 
receptor o acoplamiento a la proteína G efectora. Sin embargo, es difícil identificar, con 
nuestras herramientas disponibles, cuál de estas tres propiedades da cuenta del 
mecanismo preciso. Por otro lado, existe una estrecha relación mutuamente 
influenciable entre la activación del receptor y la unión del agonista (Colquhoun, 1998). 
En este sentido, se ha descripto que la afinidad de DAMGO por MOR se mantiene 
inalterada entre MOR-N y MOR-D (Befort et al., 2001). Por otro lado, es poco probable 
que un acoplamiento diferencial de los subtipos de MOR a las proteínas G sea la 
causa del efecto diferencial en la inhibición de las corrientes CaV2.2, dado que la 
dependencia del voltaje de la inhibición fue constante y similar para ambos subtipos. 
Además, estas diferencias no podrían explicarse por una alteración en los niveles de 
expresión por N40D dado que diversos estudios, en distintos sistemas, han 
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demostrado que la expresión de MOR-D es menor que la de MOR-N (Zhang et al., 
2005; Mague et al., 2009; Pecina et al., 2014). En este sentido, estos cambios en los 
niveles de expresión pueden llevar incluso a enmascarar un efecto mayor en las 
diferencias de la potencia de DAMGO sobre MOR-D y MOR-N en la inhibición de los 
CaV2.2. Otra posibilidad, incluye un mayor efecto de DAMGO sobre sub-poblaciones 
de receptores con diferentes propiedades de activación por homo-dimerización (Wang 
et al., 2005). Si bien es difícil identificar los motivos de los efectos observados, estas 
evidencias parecerían indicar que N40D genera cambios en la activación de MOR que 
producen una mayor potencia de DAMGO en inhibir las corrientes CaV2.2. 
Una situación aún más compleja es esperable en el uso terapéutico de 
agonistas de MOR, dado que N40D afecta otros aspectos de su biología, como su 
glicosilación, tráfico a membrana, afinidad de ciertos agonistas, niveles de expresión y 
eficacia de activación de proteína quinasa A (Mestek et al., 1995; Bond et al., 1998; 
Zhang et al., 2005; Mayer y Hollt, 2006; Deb et al., 2010). Varios estudios clínicos han 
reportado que la morfina es menos efectiva en producir analgesia en pacientes 
portadores del alelo D del gen OPRM1 comparado con los homocigotas para el alelo N 
(Buskila, 2007; Campa et al., 2008; Bruehl et al., 2009). Estos estudios incluyen 
pacientes con cáncer (Klepstad et al., 2004; Campa et al., 2008) y con dolor post-
quirúrgico (Chou et al., 2006a; Chou et al., 2006b; Sia et al., 2008; Tan et al., 2009). 
Sin embargo, otros estudios han fallado en encontrar resultados similares (Janicki et 
al., 2006; Landau et al., 2008; De Gregori et al., 2013; Ginosar et al., 2013; Gong et al., 
2013; Song et al., 2013; Xu et al., 2014). En pacientes con dolor crónico portadores del 
alelo D las dosis de morfina efectivas para aliviar el dolor son menores que las 
requeridas para pacientes no portadores de esta variante (Janicki et al., 2006). En este 
contexto, nuestros datos sugerirían que los individuos homocigotas D o heterocigotas 
podrían tener una sensibilidad aumentada a la activación de MOR por analgésicos 
opioides por un impacto funcional sobre los CaV2.2e37a. De este modo, la mayor 
eficacia de MOR-D en inhibir los CaV2.2e37a que se expresan en nociceptores podría 
contribuir a los requerimientos diferenciales de agonistas en algunos pacientes con 
dolor crónico. 
Diversos estudios genético-poblacionales han demostrado que la distribución 
del polimorfismo N40D de MOR varía entre las poblaciones humanas, encontrándose 
en muy baja frecuencia en poblaciones africanas (< de 0,4 %), en frecuencias 
moderadas en poblaciones europeas y americanas (de ~1 a ~ 20 %) y en alta 
frecuencia en poblaciones asiáticas (de ~ 35 a ~ 50 %) (Kreek et al., 2005). 
Consistentemente, en esta tesis encontramos que en la población estudiada de 
Argentina, N40D alcanza un ~18 %. Así mismo, de acuerdo a nuestro análisis 
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genético-poblacional, mediante Fst y AMOVA, encontramos que la distribución de 
N40D permite identificar tres grupos poblacionales que se corresponden de manera 
general a tres linajes de ancestría: un grupo asiático, un grupo africano y, un grupo 
común europeo-americano. Diversos estudios han demostrado que desde la 
colonización, el flujo genético entre América y Europa ha sido muy importante y ha 
tenido un fuerte impacto en el acervo genético de las poblaciones americanas (Diaz-
Lacava et al., 2011; Avena et al., 2012; Manta et al., 2013; Marcheco-Teruel et al., 
2014; Noguera et al., 2014; Verdu et al., 2014). Estos eventos histórico-demográficos 
podrían explicar la similitud entre las poblaciones americanas y europeas en la 
variabilidad del polimorfismo N40D de OPRM1. La principal limitación de nuestro 
estudio es el análisis restringido a un solo polimorfismo de OPRM1, probablemente 
llevando a una pérdida de la sensibilidad para detectar estructuras poblacionales y 
subestimando una diferenciación intra-grupos. 
La identificación de una estructura poblacional mediante el análisis de las 
frecuencias de N40D en las poblaciones permite determinar que la variabilidad del gen 
OPRM1 está asociada a una fuerte estratificación poblacional. Como mencionamos 
previamente, los diferentes estudios de asociación que involucran a N40D con las 
respuestas ante la administración de analgésicos y la sensibilidad al dolor comprenden 
resultados muy conflictivos. Estos estudios de asociación genética son susceptibles a 
sesgos por estratificación poblacional o por patrones de desequilibrio de ligamiento. El 
primero de los casos puede tener lugar cuando: los controles difieren de los casos en 
la ancestría, las frecuencias alélicas varían entre las poblaciones, como es el caso de 
N40D, o las tasas de ocurrencia de la característica estudiada son diferentes entre los 
grupos poblacionales (Flores-Alfaro et al., 2012). Adicionalmente, se ha descripto que 
N40D se encuentra en fuerte desequilibrio de ligamiento con otros polimorfismos, 
definiendo haplogrupos específicos para determinadas poblaciones (Levran et al., 
2011). De esta manera, no tener en cuenta las diferencias en diversidad genética entre 
las poblaciones humanas, modeladas principalmente por procesos de deriva génica 
(Ortega y Meyers, 2014), llevan a los estudios de asociación a perder asociaciones 
genuinas y no poder reproducir resultados previos (Ziv y Burchard, 2003; Marchini et 
al., 2004; Hu y Ziv, 2008).  
De este modo, encontramos que el polimorfismo humano N40D de MOR, 
posee una distribución altamente variable entre las poblaciones y, a nivel funcional, 
modifica el comportamiento  inhibitorio de MOR sobre las corrientes CaV2.2 pre-
sinápticas dominantes en las vías del dolor, impactando probablemente en la 
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En conjunto, nuestros resultados del primer capítulo de esta tesis sugieren que 
el polimorfismo humano N40D de MOR impacta en la respuesta fisiológica a la 
activación de este receptor y, que este impacto está condicionado por la ancestría de 
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Impacto de la actividad de GHSR1a sobre los canales CaV2  
 
Para determinar si la actividad constitutiva y la dependiente de ghrelina de 
GHSR1a modulan la actividad de los CaV pre-sinápticos realizamos registros de patch-
clamp en configuración de célula entera con fijación de voltaje en células HEK 293T 
co-expresando los canales y el receptor. Dado que la mutación puntual A204E genera 
un receptor (GHSR1a-A204E (Pantel et al., 2006) que carece de la alta actividad 
constitutiva característica de GHSR1a (Holst et al., 2003), utilizamos este mutante 
como herramienta experimental. Cabe recordar que este mutante es proclive de ser 
activado por la unión a agonistas en forma indistinguible del GHSR1a salvaje. En 
primer lugar, examinamos el efecto de la actividad constitutiva, evaluando si la co-
expresión de GHSR1a o GHSR1a-A204E alteraba las corrientes Cav2.1 y Cav2.2 
basales. Para ello utilizamos células HEK 293T transfectadas con plásmidos 
conteniendo la secuencia de GHSR1a, GHSR1a-A204E o el vector pcDNA3.1+ vacío 
(como control) y Cav2.1 o Cav2.2 junto con sus subunidades auxiliarles CaVβ3 y 
CaVα2δ1, en una relación molar 1:1:1:1. Evocamos las corrientes de Ca2+ por pulsos de 
voltaje a +10 mV desde un potencial de mantenimiento de -100 mV con una solución 
externa conteniendo Ca2+ (2 mM) como ion de carga. En estos experimentos 
encontramos que las corrientes de Ca2+ Cav2.1 y las Cav2.2 fueron significativamente 
menores en las células que expresaban GHSR1a en comparación con la condición 
control (figura 8.A). Por el contrario, las corrientes Cav2.1 y Cav2.2 en las células que 
expresaban GHSR1a-A204E no fueron diferentes de los registros control (figura 8.A). 
Dado que la expresión de GHSR1a redujo drásticamente los niveles basales de 
corrientes Cav2 cuando el receptor y las subunidades del canal eran transfectadas en 
la misma proporción molar (la cantidad de plásmido transfectado de receptor en esta 
condición corresponde a 0,6 µg), decidimos ensayar con el mismo paradigma 
experimental proporciones reducidas de plásmido conteniendo GHSR1a. Al medir en 
estas condiciones las corrientes CaV2.1 y CaV2.2 encontramos que las densidades de 
corrientes de ambos CaV2 fueron incrementándose a medida que utilizamos menor 
proporción de plásmido GHSR1a en la transfección (Figura 8.A). Para corroborar que, 
al manipular la concentración de plásmido GHSR1a utilizado, se modificaban los 
niveles de expresión de GHSR1a en la membrana plasmática, realizamos ensayos de 
binding con FLUO-ghrelina en células HEK 293T transfectadas con las diferentes 
cantidades del plásmido GHSR1a. La FLUO-ghrelina es un trazador peptídico sintético 
análogo a la ghrelina conjugado con una molécula de fluoresceína en su extremo C-
terminal, lo que permite conservar una correcta unión a su receptor y sus efectos 
biológicos (McGirr et al., 2011). En estos experimentos observamos que la unión de 
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Si bien GHSR1a posee altos niveles de actividad constitutiva puede además 
ser activado por la unión de agonistas, actuando como un GPCR convencional. Como 
mencionamos en la introducción, el ligando endógeno de GHSR1a es la hormona 
ghrelina cuya unión a GHSR1a genera la activación de cascadas de señalización 
intracelular que impactan sobre múltiples efectores. Para evaluar la acción de la 
activación de GHSR1a por ghrelina sobre las corrientes CaV2 utilizamos el mutante 
GHSR1a-A204E, el cual nos permitió evaluar con altos niveles de corriente 
únicamente la actividad de GHSR1a dependiente de agonista. En estas condiciones 
realizamos registros de corrientes CaV2.1 y CaV2.2 encontrando que la aplicación 
aguda de una concentración saturante de ghrelina (500 nM(Holst et al., 2003)) inhibió 
ambos subtipos de corrientes CaV2, pero con mayor eficacia a las corrientes CaV2.2 en 
comparación con las de CaV2.1 (44,5 ± 6,9 % n = 8, versus 15,4 ± 3,9 %, n = 5, 
respectivamente; test t de Student, p = 0,010, figura 10). Así mismo, para determinar el 
efecto de la activación por ghrelina de GHSR1a salvaje sobre las corrientes Cav2 y 
posteriormente compararlo con el efecto observado con GHSR1a-A204E, aplicamos 
ghrelina a las células que co-expresaban GHSR1a y los CaV2. Dado que GHSR1a 
reduce drásticamente las corrientes de Ca2+ cuando está expresado en altos niveles 
resulta dificultoso evaluar el efecto inhibitorio de ghrelina en células con muy poca 
corriente basal. Entonces, decidimos evaluar este efecto en células expresando 
niveles decrecientes del receptor. En el caso de la mayor concentración de plásmido 
GHSR1a, solo pudimos evaluar el efecto de ghrelina en aquellas pocas células que 
presentaban niveles detectables de corriente. En este experimento encontramos que 
el porcentaje de  inhibición por ghrelina de las corrientes de Ca2+ fue de ~15 % para 
Cav2.1 y un ~45 % para Cav2.2. Estos valores porcentuales de inhibición fueron 
independientes del nivel de expresión de GHSR1a como así también de la presencia 
de la mutación A204E (CaV2.1: ANOVA, p > 0,05 y CaV2.2: ANOVA p > 0,05; figura 
10).  
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(figura 13). Utilizamos nuevamente el protocolo de pre-prepulso para estudiar la 
dependencia del voltaje de esta inhibición, y encontramos que la inhibición fue 
completamente revertida por el mismo (figura 13). Por último, y dado que la inhibición 
dependiente del voltaje es mediada por una interacción directa de la subunidad Gβɣ de 
la proteína G con el Cav2.2, decidimos indagar la participación de esta subunidad en 
el efecto inhibitorio sobre los canales incluyendo ambos subtipos de CaVβ. Para esto, 
co-transfectamos las células con el plásmido del péptido MAS-GRK2-ct. MAS-GRK2-ct 
es un segmento corto de la proteína quinasa de GPCRs que posee un dominio de alta 
homología con la subunidad Gβɣ, permitiendo su unión a Gβɣ impidiendo que actúe 
sobre sus efectores (Penela et al., 2010). Nuestros resultados mostraron que este 
péptido ocluyó tanto la inhibición dependiente del voltaje de los canales incluyendo 
CaVβ2a como así también la inhibición independiente del voltaje de los canales 
conteniendo CaVβ3 (figura 13). En la discusión de esta tesis comentaremos sobre la 
concordancia de nuestros resultados con un mecanismo mediado por la depleción de 
PIP2 o la generación de ácido araquidónico. 
 
Vías de señalización involucradas en la inhibición de los CaV2 por la actividad 
constitutiva de GHSR1a 
 
Una vez determinada la proteína G que participaba de la inhibición aguda de 
las corrientes CaV2.2 por la actividad evocada por ghrelina de GHSR1a indagamos si 
está misma vía intracelular u otra es la que media la acción inhibitoria crónica sobre 
corrientes CaV2.2 de la actividad constitutiva de GHSR1a. Utilizando las mismas 
estrategias para bloquear específicamente las proteínas G antes descriptas, 
encontramos que ni la co-expresión de Gαq-Q209L/D277N ni el pre-tratamiento con 
ChTx afectaba la reducción de la amplitud de corriente CaV2.2 por la actividad 
constitutiva de GHSR1a (figura 14). Por otro lado, las corrientes CaV2.2 de células pre-
tratadas con PTx fueron más grandes y no significativamente diferentes de las 
corrientes de las células que expresaban GHSR1a-A204E (figura 14). Por lo tanto, 
nuestros resultados sugieren que la proteína Gi/o estaría mediando el efecto inhibitorio 
constitutivo de GHSR1a sobre los CaV2.2. Como experimento control evaluamos que 
PTx no incrementara la corriente per se en células co-expresando el canal y GHSR1a-
A204E (densidad de corriente: 45,78 ± 6,28 pA/pF). Adicionalmente, la aplicación de 
pre-pulsos a +80 mV no fue efectivo para reducir la inhibición basal de las corrientes 
CaV2.2 por GHSR1a, como así tampoco modificó la amplitud de las corrientes en 
células co-expresando GHSR1a-A204E. Del mismo modo, el subtipo de CaVβ (CaVβ3 o 
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Detección de la mutación A204E de GHSR1a en una muestra de una población 
argentina 
 
Debido al impacto que tiene en su función biológica evaluamos si la mutación 
A204E de GHSR1a se encontraba representada en la muestra de la población de 
CTES descripta en el capítulo 1. Para esto utilizamos la técnica PCR alelo-específica. 
Diseñamos un trio de cebadores alelo-específicos que consistieron en dos cebadores 
forwards, uno que hibrida en la secuencia de GHSR1a salvaje y el otro en la secuencia 
de GHSR1a-A204E, y un cebador reverse. Posteriormente, para cada muestra de 
ADN a genotipificar realizamos dos PCR, una con el cebador forward para la 
secuencia salvaje y el cebador reverse, y otra con el cebador forward para la 
secuencia mutante y el mismo primer reverse. Ambas hibridaciones dan un producto 
de PCR de 213 pb. Mediante la visualización del patrón de bandas en geles de 
agarosa, genotipificamos cada muestra por ausencia o presencia de la banda de 235 
pb en cada reacción de PCRs. Utilizamos como controles los fragmentos producto de 
la amplificación de los plásmidos GHSR1a salvaje y GHSR1a-A204E con los mismos 
cebadores (figura 17.A). Adicionalmente enviamos a secuenciar 5 muestras al azar, 
para controlar que, específicamente, se amplificaba el fragmento de interés y que el 
genotipificado por PCR-alelo específico era el correcto (figura 17.B). 
En estas condiciones genotipificamos 90 muestras de la población de CTES y 
encontramos que el alelo E, correspondiente a la mutación A204E, no estaba presente 
en ninguna de las muestras analizadas. De esta manera, el alelo A fue el único 
representado en esta población (figura 17.C). Nuestros resultados, demuestran de 
esta manera que el locus 204 constituye un sitio monomórfico al menos en la muestra 
analizada.  
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Utilizamos como material de partida el hipotálamo debido a que es el área del 
cerebro con mayor expresión de GHSR1a (Howard et al., 1996; Zigman et al., 2006), 
por lo que permitiría evaluar un posible efecto del receptor sobre los canales CaV 
nativos. Dado que la mayor parte de las poblaciones neuronales hipotalámicas no 
expresan GHSR1a, en primer lugar determinamos el porcentaje de neuronas que 
expresaban GHRS1a en nuestros cultivos primarios para determinar si era factible 
trabajar en este preparado con los receptores nativos. Realizamos ensayos de binding 
con FLUO-ghrelina, y encontramos que un 6 ± 2 % de las neuronas mostraban señal 
fluorescente (3 cultivos independientes), indicando que la cantidad de neuronas que 
expresaban GHSR1a es muy baja. De acuerdo con esto, era muy poco probable 
realizar un registro de patch-clamp en neuronas que expresen nativamente el receptor 
debido a que no teníamos manera de identificarlas antes de realizar el experimento. 
Es así que decidimos realizar transfecciones transitorias de las neuronas con los 
plásmidos de GHSR1a o GHSR1a-A204E unidos a la proteína amarilla fluorescente 
(YFP, del inglés yellow fluorescent protein) (GHSR1a-YFP y GHSR1a-A204E-YFP) 
con la técnica de fosfato de calcio (Jiang y Chen, 2006). Esta técnica tiene un mayor 
rendimiento de transfección en células post-mitóticas en comparación con la técnica 
de liposomas catiónicos. Aun así nos permitió obtener un número bajo de neuronas 
transfectadas, pero suficiente para identificarlas y estudiar el comportamiento de la 
actividad de los receptores sobre-expresados sobre los CaV nativos. 
De esta manera realizamos registros de patch-clamp con una solución externa 
alta en Ba2+ (10 mM), que amplifica las corrientes mediadas por los CaV, en neuronas 
hipotalámicas transfectadas con GHSR1a-YFP o GHSR1a-A204E-YFP, o no 
transfectadas y transfectadas con eGFP como condiciones control. Encontramos que 
las corrientes CaV totales de las neuronas que expresaban GHSR1a-YFP fueron 
significativamente más pequeñas que las que expresaban GHSR1a-A204E-YFP, y las 
condiciones control (figura 18). Adicionalmente, aplicamos ghrelina de manera aguda 
para evaluar la actividad de GHSR1a evocada por agonista, y además porque 
constituía un importante control de la funcionalidad de los receptores sobre-
expresados. Para evaluar y visualizar el efecto del agonista, normalizamos los trazos 
de corriente por el máximo de corriente en cada caso, y observamos que ghrelina 
inhibió en igual proporción las corrientes CaV en las neuronas que expresaban 
GHSR1a-YFP y GHSR1a-A204E-YFP (figura 19), mientras que su aplicación no tuvo 
efecto sobre las condiciones control. Aplicamos 100 µM de CdCl2, un bloqueador 
general de los CaV, para determinar si las corrientes de Ba2+ eran mediadas 
efectivamente por los CaV y encontramos que las corrientes observadas fueron 
completamente inhibidas por CdCl2 en todas las condiciones (% de inhibición: 
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protein) bajo el control del promotor del gen GHSR (ratones GHSR-eGFP), lo que 
permite identificar directamente las células que expresan GHSR1a por medio de la 
visualización de la fluorescencia verde producida por la excitación de la proteína eGFP 
con luz UV. Este modelo fue generado en el marco del proyecto “Atlas de la expresión 
génica del sistema nervioso” (Gene Expression Nervous System Atlas-GENSAT) de la 
Universidad de Rockefeller (Nueva York, Estados Unidos). En algunas regiones del 
cerebro como en el hipocampo, la amígdala, el bulbo olfatorio y la corteza cerebral 
este ratón GHSR-eGFP presentó una alta señal de eGFP pero sin niveles detectables 
de señal de GHSR1a por hibridación in situ (Mani et al., 2014). Nosotros elegimos, 
entre esos sitios, el hipocampo para analizar funcionalmente, y así validar o no, la 
señal de eGFP como reportera de la expresión de GHSR1a utilizando registros 
electrofisiológicos. Para ello, evaluamos un efecto conocido de la activación de 
GHSR1a por ghrelina: la inhibición de las corrientes de los canales de K+ KV7/KCNQ. 
Los KV7/KCNQ son canales activados por voltaje que median las corrientes 
neuronales M, corrientes sub-umbrales de K+ responsables de modular la frecuencia 
de disparos de potenciales de acción (Brown y Passmore, 2009). Recientemente, se 
han identificado a los KV7/KCNQ como blancos de la actividad de GHSR1a inducida 
por ghrelina en distintos tipos neuronales, incluidas las neuronas piramidales del 
hipocampo (Shi et al., 2013). La activación de GHSR1a por ghrelina modula 
negativamente las corrientes M, por lo que constituyen una manera de evaluar la 
presencia y funcionalidad de GHSR1a en las neuronas hipocampales con señal eGFP 
positiva del ratón GHSR-eGFP. Mediante la técnica de patch-clamp en la configuración 
célula entera con fijación del voltaje, registramos las corrientes M con la solución de 
mantenimiento. Para realizar los registros utilizamos un protocolo de voltaje de 
deactivación estándar (figura 22) (Brown y Adams, 1980; Passmore et al., 2003; 
Koyama y Appel, 2006). Este protocolo consiste en aplicar un pulso cuadrado a -30 
mV de larga duración (500 ms), desde un potencial de mantenimiento de -20 mV, en el 
cual los canales KV7/KCNQ se encuentran abiertos y, se minimiza por inactivación la 
contribución de otras conductancias (como las corrientes de K+ tipo A o las corrientes 
de Na+). De esta manera, se pueden identificar las corrientes M por su cinética lenta 
de deactivación durante la aplicación del pulso hiperpolarizado, y por una cinética lenta 
de activación durante el retorno al potencial de mantenimiento. Realizamos los 
registros en neuronas de hipocampo sin o con señal verde fluorescente (eGFP - y 
eGFP +) de cultivos primarios del ratón GHSR-eGFP, y encontramos que todas las 
neuronas eGFP + respondieron a la aplicación de ghrelina (500 nM) con una inhibición 
de las corrientes M (figura 22).  
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Impacto fisiológico de la actividad constitutiva de GHSR1a en neuronas del 
hipotálamo 
 
Cuando ghrelina se une a su receptor GHSR1a en el soma o las dendritas 
proximales de neuronas hipotalámicas, provoca un aumento tanto de la actividad 
transcripcional como de la actividad eléctrica, mediando respuestas fisiológicas 
complejas y específicas como el aumento de apetito y la ingesta de alimento (Cowley 
et al., 2003; Aponte et al., 2011). Por otro lado, GHSR1a posee también una 
localización pre-sináptica en el hipotálamo (Cowley et al., 2003), cuya activación 
podría contribuir a la activación neuronal. Los CaV2 pre-sinápticos son los principales 
mediadores de la liberación de neurotransmisores tras la llegada de potenciales de 
acción, y constituyen blancos muy sensibles a la modulación por GPCRs (Zamponi y 
Currie, 2013). Dado que encontramos que la actividad constitutiva y la dependiente de 
agonista de GHSR1a inhiben los CaV2 pre-sinápticos, evaluamos el impacto de este 
efecto sobre la neurotransmisión.  
Más de la mitad de los contactos sinápticos que inervan determinados núcleos 
hipotalámicos como el paraventricular, el arcuato o el supra-óptico son producidos por 
terminales GABAérgicas (Decavel y Van den Pol, 1990). Esto genera que la actividad 
de poblaciones neuronales dentro de esos núcleos esté controlada por un tono 
GABAérgico inhibitorio constante. Así, reducciones en el nivel de liberación de GABA 
tónico en estas terminales desencadenaría un aumento de la actividad de algunas 
poblaciones neuronales. Estudios previos sugieren que la actividad de GHSR1a por 
ghrelina utilizaría este mecanismo de reducción del tono GABAérgico en neuronas 
hipotalámicas del núcleo arcuato, generando de manera indirecta una activación 
neuronal (Cabral et al., 2012). En este contexto, estudiamos si cambios en la 
liberación de GABA ocurren como consecuencia de la regulación de la actividad 
constitutiva de GHSR1a sobre los CaV2 pre-sinápticos en el hipotálamo. 
Primeramente, realizamos experimentos de liberación de [H3]-GABA de 
explantes del núcleo arcuato controlando la expresión de GHSR1a de manera 
fisiológica. Dado que los niveles de ARNm de GHSR1a aumentan considerablemente 
en condiciones de ayuno en el hipotálamo (Petersen et al., 2009), utilizamos un 
protocolo de 48 horas de ayuno en ratones para incrementar la expresión de GHSR1a 
y consecuentemente los niveles de actividad constitutiva. Para corroborar que 
efectivamente nuestro protocolo modificaba la expresión de GHSR1a en el hipotálamo, 
medimos ARNm por RT-PCR, y encontramos que los ratones expuestos a un ayuno 
prolongado tenían niveles de ARNm de GHSR1a 1,5 veces más altos que los ratones 
alimentados ad libitum (condición control) (figura 26.A). Evaluamos, en ambas 
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inhibitory postsynaptic currents) evocadas por potenciales de campo que provocan 
potenciales de acción en todas las neuronas localizadas entre los electrodos paralelos. 
Como modelo de estudio utilizamos neuronas hipotalámicas de cultivos primarios de 
ratones nulos para GHSR (ratones GHSR-KO). Estos ratones, poseen el gen GHSR 
modificado por la inserción de un TBC (del inglés transcriptional blocking cassette) que 
bloquea la trascripción, flanqueado por secuencias loxP, ubicadas corriente abajo del 
sitio de inicio de la trascripción y corriente arriba del sitio de comienzo de la traducción 
del gen GHSR murino. De esta manera, este modelo no estándar de ratón “knockout” 
carece completamente de la expresión de GHSR1a (Zigman et al., 2005). 
Adicionalmente, para evaluar la actividad de GHSR1a transdujimos los cultivos 
primarios con vectores lentivirales conteniendo la secuencia de GHSR1a-YFP o 
GHSR1a-A204E-YFP. Los vectores de trasferencia GHSR1a-YFP y GHSR1a-A204E-
YFP fueron sub-clonados en nuestro laboratorio y contienen una secuencia promotora 
de expresión débil (ver materiales y métodos). Esta estrategia de expresión 
heteróloga, nos permitió obtener cultivos neuronales primarios con un porcentaje alto 
de neuronas expresando el receptor, para poder estudiar de esta manera un posible 
efecto pre-sináptico modulador de la liberación de GABA.  
En estas condiciones analizamos los IPSC en cultivos neuronales del ratón 
GHSR-KO transducidos o no con los vectores lentivirales anteriormente descriptos. 
Encontramos que la amplitud de las IPSCs eran significativamente menores en 
neuronas de cultivos que expresaban GHSR1a-YFP en comparación con las que 
expresaban GHSR1a-A204E-YFP o las de los cultivos no transducidos (figura 27.A). 
Por otro lado, aplicamos ghrelina de manera aguda en las tres condiciones, y 
encontramos que la amplitud de las  IPSCs se redujeron ~ 20 % sólo en los cultivos 
que expresaban los receptores (figura 27.B), confirmando además que ambas 
variantes eran funcionales. Con la finalidad de distinguir si la inhibición de las IPSC 
estimuladas por potenciales de acción ocurre en forma dependiente de la inhibición de 
los CaV pre-sinápticos por GHSR1a decidimos a continuación realizar una maniobra 
experimental que permite liberar GABA de las terminales sinápticas en forma 
independiente de la acción de los CaV. Así, registramos las respuestas post-sinápticas 
inhibitorias estimuladas por la aplicación de una solución hiperosmótica (0,5 M de 
sacarosa) en presencia de 1 µM de TTX. Esta estrategia permite evocar una liberación 
masiva de neurotransmisor de una manera completamente independiente de la 
entrada de Ca2+ por los CaV2 pre-sinápticos (Rosenmund y Stevens, 1996; Raingo et 
al., 2012). Cuando comparamos las respuestas evocadas por sacarosa no 
encontramos diferencias significativas entre las tres condiciones analizadas (carga 
transferida: 6,17 ± 2,07, n = 4; 7,28 ± 1,95, n = 9; y 6,47 ± 1,74 nC, n = 7; 
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respectivamente; ANOVA, Dunnet’s post-test, p > 0,05). Por último, para determinar 
una posible contribución de mecanismos post-sinápticos en los efectos que 
observamos, examinamos la amplitud de las IPSCs miniaturas y espontáneas 
(mIPSCs). La amplitud de las mIPSCs es una medida que refleja la eficacia sináptica 
por disponibilidad de receptores ionotrópicos en la membrana post-sináptica, en este 
caso receptores de tipo GABAA, bajo condiciones farmacológicas que bloqueen los 
potenciales de acción, y por extensión la actividad en red de las neuronas (en 
presencia de 1 µM de TTX). Así, medimos y comparamos las amplitudes de las 
mIPSCs, y encontramos que los cultivos que expresaban GHSR1a-YFP tenían 
mIPSCs levente mayores a la de los cultivos que expresaban GHSR-A204E-YFP y a 
los no transducidos (-36,29 ± 0,53 pA, n = 11; -33,27 ± 0,96 pA, n = 4 y -32,31 ± 0,57 
pA, n = 3, respectivamente; ANOVA, Tukey’s post-test p < 0,05), indicando la ausencia 
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Como ya explicamos previamente, los CaV2 pre-sinápticos son uno de los 
principales blancos de la actividad de muchos GPCRs. La activación de estos 
receptores puede modular la actividad de los CaV2, inhibiéndolos en la mayoría de los 
casos (Zamponi y Currie, 2013). Los CaV2 inician el mecanismo de liberación de 
neurotransmisores en las terminales neuronales tras la llegada de potenciales de 
acción, por lo que su regulación tiene una poderosa influencia en la eficacia sináptica. 
En el capítulo II de esta tesis describimos cómo el receptor de ghrelina, el GPCR 
conocido con mayor actividad constitutiva, impacta modulando negativamente los 
CaV2 pre-sinápticos, y sus posibles implicancias en la neurotransmisión inhibitoria en 
el hipotálamo. 
GHSR1a pertenece a la súper-familia de los GPCR, y hasta el momento 
constituye el único receptor conocido de la hormona ghrelina. GHSR1a posee la 
peculiaridad de poder alcanzar un estado activado sin la unión de ligandos. Esta 
actividad conocida como actividad constitutiva compone más del 50 % de la actividad 
máxima del receptor en experimentos de acumulación de inositol fosfato, un producto 
de las vías de señalización de Gq a través de fosfolipasa C, en un  sistema heterólogo 
de expresión (Holst et al., 2003). La activación de GHSR1a tiene múltiples efectores, 
entre ellos canales iónicos y diversas enzimas. Nosotros describimos por primera vez 
que los CaV son blancos tanto de la actividad constitutiva de GHSR1a como de su 
actividad dependiente de ghrelina. 
En esta tesis demostramos que tanto la activación de GHSR1a constitutiva 
como la dependiente de ghrelina inhiben drásticamente las corrientes de Ca2+ de los 
CaV2 pre-sinápticos. La inhibición de CaV2 por ambos tipos de activación de GHSR1a 
presenta diferencias fundamentales, sugiriendo que existen mecanismos o vías de 
señalización intracelulares específicas para cada uno de ellas. Estas diferencias 
incluyen una reducción  tónica de las corrientes CaV2.1 y CaV2.2 de manera 
directamente proporcional a los niveles de expresión cuando el receptor está activo 
constitutivamente, mientras que la inhibición mediada por la unión de ghrelina fue 
aguda, reversible e independiente de los niveles de expresión de GHSR1a. Por otro 
lado, la pre-incubación con su agonista inverso, el SPA, ocluye completamente el 
efecto de la actividad constitutiva de GHSR1a aunque sólo cuando se pre-incuba 
durante gran parte del tiempo de expresión de los canales, siendo totalmente 
inefectiva su aplicación aguda. Además, el mutante GHSR1a-A204E, que carece de 
actividad constitutiva, no modifica las corrientes CaV2 de manera basal aunque es 
capaz de inhibirlas cuando se activa por unión de ghrelina. Así, este conjunto de 
evidencias nos sugieren que las vías que median el efecto constitutivo y agudo de 
GHSR1a sobre los CaV2 son diferentes. 
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Desde su descubrimiento, GHSR1a ha sido identificado como un GPCR 
acoplado a proteína Gq (GqPCR) (Howard et al., 1996). Tanto su activación 
constitutiva como dependiente de ghrelina producen incrementos transitorios en las 
concentraciones intracelulares de inositol trifosfato, de Ca2+, y de la actividad de la 
proteína quinasa C (PKC) (Howard et al., 1996; Holst et al., 2003; Malagon et al., 
2003; Holst et al., 2005; Shi et al., 2013). Todos estos eventos celulares son atribuidos 
a la activación específica de la proteína Gq (Lyon et al., 2014). Sin embargo, nuestros 
resultados demuestran que la co-expresión de Gαq Q209L/D277N9 (Yu y Simon, 
1998), no bloquea la inhibición de los CaV2 por la actividad constitutiva de GHSR1a. 
Gαq Q209L/D277N9 antagoniza efectivamente las acciones de otros GqPCR en 
células HEK 293T y en neuronas (Lauckner et al., 2005; Kumar et al., 2008; Rangel et 
al., 2010). Inesperadamente encontramos que el efecto inhibitorio de GHSR1a sobre 
las corrientes CaV2 es bloqueado sólo por pre-incubaciones con PTx, una toxina 
bacteriana que cataliza la ribosilación de ADP específicamente en las proteínas Gα de 
las familias Gi y Go imposibilitando que alcancen una conformación del estado activo 
(Locht et al., 2011). En este sentido, existen antecedentes demostrando un 
acoplamiento de GHSR1a a Gi/o. Así, se ha demostrado en experimentos in vivo e in 
vitro en células β-pancreáticas de rata, que ghrelina disminuye tanto la liberación de 
insulina como el aumento de la concentración intracelular de Ca2+ estimulada por 
glucosa por mecanismos sensibles a PTx (Dezaki et al., 2007). En otro estudio, se ha 
confirmado por ensayos de binding de [35S]-GTPɣS en células HEK 293T que GHSR1a 
puede activar Gαo1, tanto de manera constitutiva como evocada por ghrelina, y que la 
activación basal de Gαo1 por GHSR1a puede ser revertida por la aplicación de SPA 
(Bennett et al., 2009). Por lo tanto, nuestros resultados son consistentes con dichas 
observaciones anteriores, y demuestran que la activación de Gi/o por la actividad 
constitutiva de GHSR1a media la reducción de las corrientes CaV2.  
Alrededor del 15 % de los GPCRs despliegan actividad en ausencia de ligando 
(Seifert y Wenzel-Seifert, 2002), siendo el receptor de ghrelina el que posee mayor 
actividad constitutiva entre ellos (Holst et al., 2003). Si bien los CaV2 son muy 
sensibles a la activación de GPCRs, se conoce muy poco sobre el impacto que tiene la 
actividad constitutiva sobre los CaVs. Estudios previos demuestran que la expresión 
del receptor de nociceptina, ORL1 (del inglés opioid receptor-like 1), inhibe corrientes 
CaV tanto en sistemas heterólogos de expresión como en neuronas del ganglio de la 
raíz dorsal (Beedle et al., 2004). Este efecto, al igual que nuestros resultados sobre el 
GHSR1a, es dependiente de los niveles de expresión del receptor. Sin embargo, a 
diferencia de nuestros hallazgos, el efecto basal de ORL1 es específico para las 
corrientes CaV2.2. Adicionalmente, la reducción de las corrientes CaV2.2 por ORL1 es 
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completamente ocluida por incubaciones con PTx, indicando que este mecanismo es 
dependiente de la activación de Gi/o al igual que en el caso de GHSR1a. Sin embargo, 
otros estudios muestran que este GPCR alcanza niveles muy bajos de activación 
basal (Kam et al., 2002), por lo que no hay observaciones concluyentes de que la 
actividad constitutiva de ORL1 module a los CaV2.2, siendo una posibilidad que este 
efecto se deba a la activación de ORL1. Por otro lado, se ha descripto que el receptor 
de glutamato, mGluR1 (del inglés metabotropic glutamate receptor subtype 1), un 
GqPCR, disminuye significativamente las corrientes CaV2.1 en células HEK 293T y en 
neuronas de Purkinje (Kitano et al., 2003). Esta reducción atribuida a una activación 
constitutiva de mGluR1, a diferencia de GHSR1a y de ORL1, no es atenuada por PTx 
ni por inhibidores de las vías de señalización dependientes de Gq. Así mismo, se ha 
demostrado que mGluR1 y ORL1 se asocian físicamente a CaV2.1 y CaV2.2 
respectivamente, formando complejos GPCR-CaV (Kitano et al., 2003; Beedle et al., 
2004) lo que explicaría espacialmente una actividad independiente de ligando. Si bien 
este impacto negativo sobre la actividad de los CaV2 es atribuido a la actividad 
constitutiva de ORL1 y mGluR1, en ningún caso se utilizaron herramientas que lo 
demuestren directamente. En nuestros estudios sobre la actividad constitutiva de 
GHSR1a realizados en esta tesis demostramos por primera vez que la activación 
constitutiva de un GPCR reduce drásticamente las corrientes CaV pre-sinápticas, 
utilizando tanto herramientas farmacológicas (uso de un agonista inverso) como 
genéticas (uso del subtipo GHR1a-A204E). Sin embargo, más estudios son necesarios 
para determinar si GHSR1a interacciona físicamente con los CaV2, y si este 
mecanismo es requisito para producir la modulación independiente de agonista. 
También abordamos aspectos mecanísticos de la reducción de las corrientes 
CaV2 por la activación constitutiva de Gi/o por GHSR1a. Evaluamos si el efecto era 
mediado por la actividad de la subunidad Gαi/o, Gβɣ o ambas. Dado que el tratamiento 
con PTx no permite distinguir la contribución de cada subunidad de la proteína 
trimérica Gi/o, utilizamos dos estrategias diferentes para determinar la participación de 
Gβɣ. La primera consistió en evaluar el efecto de la aplicación de un pre-pulso 
despolarizante sobre las corrientes CaV2.2 inhibidas crónicamente por la actividad 
constitutiva de GHSR1a. Esta estrategia se basa, como explicamos antes, en que la 
inhibición de las corrientes CaV2 mediada por Gβɣ es removible por despolarización. 
De este modo, la aplicación de pulsos a voltajes altos permite evaluar su contribución. 
Por otro lado, la segunda estrategia consistió en la co-expresión de MAS-GRK2-ct, un 
péptido que impide que Gβɣ actúe sobre sus efectores (Penela et al., 2010). En estos 
experimentos observamos que ni la aplicación del pre-pulso ni la co-expresión de 
MAS-GRK2-ct eliminaban la inhibición de los CaV2.2 por la actividad constitutiva de 
Capítulo II: Discusión  
 
 - 102 - 
 
GHSR1a. En reportes previos se demostró que, para el caso de ORL1, la inhibición de 
los CaV2.2 es atenuada por la aplicación del pre-pulso y por el bloqueo de Gβɣ (Beedle 
et al., 2004), por lo que GHSR1a reduciría las corrientes CaV2.2 por un mecanismo 
diferente al utilizado por ORL1. De este modo, nuestros resultados descartan que la 
activación basal de GHSR1a inhiba los CaV2.2 por un mecanismo mediado 
únicamente por la subunidad Gβɣ, sugiriendo por otro lado la participación de Gαi/o o 
una combinación de ambas.  
Varias evidencias nos permitieron plantear que la reducción de las corrientes 
basales de los CaV2 por la actividad constitutiva de GHSR1a se debía a una menor 
densidad de canales en la membrana plasmática, a saber: (1) durante los registros de 
patch-clamp en experimentos donde los canales estaban inhibidos constitutivamente 
por GHSR1a no observábamos corrientes de gating, (2) ni la aplicación de pre-pulsos 
ni la co-expresión de MAS-GRK2-ct redujeron la inhibición, (3) la aplicación aguda de 
SPA no tuvo efecto sobre la inhibición, y (4) cuando ocluíamos el efecto de la actividad 
constitutiva con SPA, su lavado no volvía a inhibir las corrientes. Consistentemente 
con estas evidencias, al realizar experimentos de western blot encontramos una 
reducción drástica de la cantidad de CaV2 en membrana sólo cuando GHSR1a estaba 
co-expresado. De esta manera, encontramos que la inhibición de las corrientes CaV2 
por la actividad constitutiva de GHSR1a es producto de una reducción de la densidad 
de canales en membrana plasmática. Entender qué mecanismos lentos relacionados 
al tráfico del canal están implicados en este efecto es el objetivo de los próximos 
proyectos de nuestro laboratorio. 
En esta tesis describimos por primera vez que la activación de GHSR1a por 
ghrelina inhibe los canales CaV pre-sinápticos. Trabajos previos demuestran que entre 
los blancos moleculares de la activación de GHSR1a por ghrelina existen numerosos 
canales iónicos. Por ejemplo, ghrelina actúa en células β-pancreáticas activando 
canales específicos de K+ dependientes del voltaje, los KV2.1 (Dezaki et al., 2007), 
activa corrientes de cloruro activadas por Ca2+ en ovocitos (Howard et al., 1996), e 
inhibe corrientes M mediadas por los canales de K+ KV7/KCNQ en neuronas 
dopaminérgicas de la substancia nigra, neuronas del ganglio de la raíz dorsal y 
neuronas piramidales CA1 del hipocampo (Shi et al., 2013). La familia de los CaV2 
constituye el blanco más sensible a la modulación por agonistas de GPCRs entre 
todos los CaV, especialmente los CaV2.1 y CaV2.2, encargados de mediar la 
neurotransmisión en la mayoría de las sinapsis químicas (Zamponi y Currie, 2013). Si 
bien en algunos casos los CaV2.3 también pueden ser modulados, siempre es en 
menor medida que los CaV2.1 y CaV2.2 (Qin et al., 1997; Shekter et al., 1997), y sus 
mecanismos están fuertemente sujetos a las variantes de splicing del canal (Page et 
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al., 1998; Zamponi y Currie, 2013). De esta manera, la modulación pre-sináptica de los 
CaV2 por la unión de agonistas a sus GPCRs se considera un mecanismo clave en la 
regulación de la actividad sináptica. 
Algunos estudios previos han indagado en la modulación de los CaV por la 
acción de ghrelina sobre GHSR1a. Se ha descripto que la activación de GHSR1a por 
ghrelina activa directamente corrientes de Ca2+ de tipo L en células somatotrofas 
hipofisarias (Malagon et al., 2003), y tipo N en neuronas del núcleo arcuato 
hipotalámico (Kohno et al., 2003). En ambos casos se postula a este mecanismo como 
responsable del incremento del Ca2+ intracelular generado por ghrelina en dichos tipos 
celulares. Para inferir la participación de las corrientes mediadas por los CaV (CaV1 
mediadores de las corrientes tipo L y CaV2.2 mediadores de las corrientes tipo N) se 
cuantificaron, en ambos casos, las fluctuaciones del Ca2+ citoplasmático sin fijación del 
voltaje, lo que genera serias limitaciones a la hora de interpretar la contribución de 
estos canales al efecto generado por ghrelina. En primer lugar, la actividad de los CaV 
no es evaluada directamente, y por consiguiente no es posible descartar que el efecto 
observado sea una consecuencia indirecta del impacto de la actividad de GHSR1a 
dependiente de ghrelina sobre otras conductancias. Así, cualquier conductancia que 
se modifique despolarizando y aumentando, por ende, la actividad eléctrica neuronal 
podría, indirectamente estimular la apertura de los CaV. Y en segundo lugar, si bien la 
actividad de los canales CaV1 justifica un incremento del Ca2+ intracelular somático, 
pudiendo en muchos casos disparar procesos de expresión génica, la actividad de los 
CaV2.2 está asociada a un incremento del Ca2+ a menor escala, a nivel del nano y 
micro-dominio en una localización pre-sináptica (Thayer y Miller, 1990; Lipscombe et 
al., 2004; Wheeler et al., 2012). Nuestros resultados demuestran, evaluando 
directamente la actividad de los CaV, que ghrelina inhibe las corrientes CaV2.1 y CaV2.2 
pre-sinápticas mediante la activación de GHSR1a tanto en un sistema de expresión 
heterólogo como en neuronas hipotalámicas y que esta inhibición es capaz de 
modificar la neurotransmisión GABAérgica.  
A continuación indagamos los detalles del mecanismo de acción de la 
inhibición de CaV2 por GHSR1a cuando es activado por ghrelina. Los mecanismos 
probables involucrados en la activación de los GPCRs por agonistas y su impacto en 
la actividad de los CaV es un proceso más sencillo de estudiar que el de la activación 
constitutiva debido a que varias de estas vías se conocen en detalle hace mucho 
tiempo. Se sabe así que, aunque la modulación de los subtipos de la familia CaV2 por 
GPCRs comparte sus mecanismos básicos, existen sutiles diferencias entre la 
inhibición de los CaV2.1 y la de los CaV2.2. La inhibición producto de la interacción con 
la proteína Gβɣ reduce las corrientes mediadas por los CaV2.2 en mayor grado que las 
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mediadas por los CaV2.1 ya sea por activación de GPCRs o por sobre-expresión de 
Gβɣ (Bourinet et al., 1996; Zhang et al., 1996; Currie y Fox, 1997; Beedle et al., 2004). 
Estas diferencias parecen deberse a una mayor afinidad de Gβɣ por los CaV2.2 
(Colecraft et al., 2000; Zamponi y Currie, 2013). Por otro lado, la activación de GPCRs 
acoplados a Gq inhibe más a los canales CaV2.2 que los CaV2.1 (Suh et al., 2010), si 
bien las causas que subyacen estas diferencias se desconoce en la actualidad. 
Consistentemente, nuestros resultados demuestran que la activación de GHSR1a por 
ghrelina inhibe en mayor proporción los canales CaV2.2 que los CaV2.1 (~ 40 % versus 
~ 20 %), siendo esta inhibición sensible a la co-expresión de Gαq Q209L/D277N9 por 
lo que estaría mediada por la proteína Gq. La mayor inhibición de CaV2.2 con respecto 
a CaV2.1 mediada por GqPCRs podría contribuir a una modulación célula-específica e 
inclusive, sinapsis-específica, ya que se ha demostrado una distribución diferencial de 
estos subtipos de CaV2 dependiente del tipo neuronal, estado de desarrollo e inclusive 
en diferentes terminales sinápticas de la misma neurona (Iwasaki et al., 2000; Cao y 
Tsien, 2010; Ariel et al., 2012).  
Siendo que CaV2.2 resultó muy sensible a la inhibición por GHSR1a mediada 
por ghrelina, indagamos en los posibles mecanismos responsables de este efecto, 
encontrando que este efecto esta mediado por Gq. La modulación de los CaV2.2 
mediada por la activación de los GqPCRs incluye distintas vías potenciales de 
señalización insensibles al voltaje. Nuestros datos revelan que la inhibición de los 
CaV2.2 por la actividad de GHSR1a dependiente de ghrelina, es resistente a la 
aplicación de un pulso despolarizante, indicando que GHSR1a activa mecanismos 
independientes del voltaje. Dentro de los mediadores de esta inhibición se encuentran 
distintos eventos y moléculas de señalización corriente abajo de la activación de 
fosfolipasa Cβ: la depleción de PIP2 de la membrana plasmática (Wu et al., 2002; Suh 
et al., 2010) y la generación de ácido araquidónico (Liu y Rittenhouse, 2000, 2003) o 
una combinación de ambas (Zamponi y Currie, 2013). En cualquiera de los casos, esta 
inhibición es atenuada o bloqueada cuando el complejo hetero-trimérico del CaV 
incluye la variante CaVβ2a de la subunidad auxiliar CaVβ del canal (Heneghan et al., 
2009; Mitra-Ganguli et al., 2009; Suh et al., 2012). En nuestros experimentos, 
encontramos que, cuando medimos las corrientes CaV2.2 con la subunidad CaVβ2a 
formando parte del canal, la aplicación de ghrelina inhibió un 50 % menos que cuando 
la subunidad CaVβ3 formaba parte del canal. La subunidad CaVβ2a, a diferencia de la 
subunidad citosólica CaVβ3, se encuentra palmitoilada en dos residuos dentro de su 
extremo N-terminal (Chien et al., 1995), lo que le permite anclarse a la membrana 
plasmática aún en ausencia de la subunidad principal CaVα (Chien et al., 1996; Chien 
et al., 1998). Así, se postula que CaVβ2a interactúa con los sitios del CaV2 en lo que se 
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une PIP2, y/o con el sitio unión del ácido araquidónico, estabilizando al canal en el 
primero de los casos, o bloqueando su unión al acido araquidónico en el segundo, 
pero siempre atenuando la inhibición de las corrientes CaV2 producida por la 
activación de un GqPCR (Heneghan et al., 2009; Mitra-Ganguli et al., 2009; Suh et al., 
2012). Así, nuestros datos concuerdan con los mecanismos postulados anteriormente. 
Al mismo tiempo que se desarrolló esta tesis, otro grupo ha descripto que la activación 
de un GqPCR cuando CaVβ2a forma parte del canal, genera una inhibición 
completamente dependiente del voltaje mediada por Gβɣ (Keum et al., 2014). 
Consistentemente, nuestros resultados demuestran que cuando CaVβ2a conforma el 
canal, la inhibición por la activación dependiente de ghrelina de GHSR1a es 
completamente revertida tanto por la aplicación del pulso despolarizante como por la 
co-expresión de un buffer de Gβɣ (MAS-GRK2-ct). De este modo cuando un GqPCR 
se activa y CaVβ2a forma parte del CaV2.2, se previene una modalidad de inhibición 
independiente del voltaje, desenmascarando una inhibición completamente 
dependiente del voltaje y de la clásica acción de Gβɣ. Así, nuestros datos son 
consistentes con una mayor eficiencia de la activación de un GqPCR cuando forman 
parte del canal isoformas de CaVβ de tipo citosólicas, originando una inhibición 
resistente a períodos de alta despolarización. 
Por otro lado, se han descripto otros mecanismos que pueden ser activados 
por GqPCRs. Cuando un agonista se une a un GqPCR, genera un cambio de 
conformación que no sólo activa Gαq, sino que también habilita a la proteína Gβɣ a 
unirse a diferentes efectores. Cuando activamos GHSR1a con ghrelina co-expresando 
MAS-GRK2-ct (tanto con CaVβ2a como con CaVβ3 formando parte del canal) se bloquea 
completamente la inhibición de los CaV2.2. En este sentido, se ha descripto para el 
receptor de acetilcolina muscarínico M1 y para el receptor de neuroquinina tipo 1, 
ambos GqPCRs, que tras su activación por agonistas generan una inhibición 
independiente del voltaje de los CaV2.2 que requiere la unión de Gβɣ (Kammermeier et 
al., 2000). Si bien se desconocen las bases que subyacen esta modulación 
dependiente de Gβɣ e insensible al voltaje, se propone que Gαq y/o Gβɣ pueden 
activar otras proteínas que estabilicen un complejo Gβɣ-CaV resistente a la 
despolarización. De esta manera, Gβɣ podría participar mediando mecanismos 
inhibitorios insensibles al voltaje sobre CaV2, una propiedad atribuida 
convencionalmente a la actividad de la subunidad Gα. 
De nuestros experimentos planteados para comprender el mecanismo de 
acción de GHSR1a se deduce que las vías de señalización involucradas en los dos 
modos de activación de este receptor que impactan sobre los CaV2 son diferentes. Así 
mientras la actividad constitutiva de GHSR1a reduce las corrientes CaV2 disminuyendo 
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la densidad de canales en membrana mediada por un mecanismo dependiente de 
proteína Gi/o, la actividad dependiente de ghrelina inhibe las corrientes CaV2.2 y 
CaV2.1 en diferente medida y de manera reversible y dependiente de Gαq y Gβɣ. 
Ambos tipos de inhibición difieren además en su dependencia del subtipo de 
subunidad CaVβ que conforma el canal. Con respecto a esto, se sabe que los subtipos 
de CaVβ están distribuidos diferencialmente en el sistema nervioso (Buraei y Yang, 
2013). De esta manera el impacto a nivel sinápticos de la actividad constitutiva de 
GHSR1a y de su actividad dependiente de ghrelina dependerá de la disponibilidad de 
las proteínas G en la terminal pre-sináptica, de los subtipos de CaVα y de CaVβ. Así, la 
actividad constitutiva tendría un impacto que dependería, en principio, sólo de la 
expresión del receptor en la membrana pre-sináptica, mientras que la activación 
dependiente de ghrelina tendría un mayor impacto en aquellas sinapsis gobernadas 
por CaV2.2 y sus características serían muy distintas dependiendo de cuál subtipo de 
CaVβ participa en la formación del complejo canal. 
En este trabajo hemos utilizado como herramienta genética una versión 
mutante de GHSR1a que carece completamente de actividad constitutiva 
(GHSR1aA204E). Esta variante es una de las numerosas variaciones de un nucleótido 
que se han identificado dentro del gen GHSR. Diversos estudios de asociación han 
descripto que determinados polimorfismos o mutaciones dentro de regiones 
codificantes y no codificantes de GHSR que están asociados a desórdenes del 
balance energético, del crecimiento, de la ingesta de alimento o la regulación del peso 
corporal en humanos (Wang et al., 2004; Pantel et al., 2006; Mager et al., 2008; Inoue 
et al., 2011). Si bien los estudios que determinan asociaciones entre los polimorfismos 
y dichas características son controvertidos hasta el momento (Garcia et al., 2008), 
algunos estudios señalan consistentemente que determinadas mutaciones, de muy 
baja frecuencia y que alteran la región codificante del gen GHSR, están asociadas a 
fenotipos de baja estatura (Pantel et al., 2006; Inoue et al., 2011). Llamativamente, 
estas mutaciones generan, en ensayos de expresión in vitro, una reducción drástica de 
la actividad constitutiva de GHSR1a, evidenciando así un rol fundamental de la 
actividad de GHSR1a independiente de ligando durante el crecimiento. Entre estas 
mutaciones, se encuentra A204E. En nuestro análisis poblacional encontramos que 
esta mutación no contribuye a la variabilidad genética de GHSR en la población de 
Corrientes, constituyendo 204 un locus probablemente monomórfico en la población 
general de nuestra región. 
Nuestros datos demostrando la acción inhibitoria de GHSR1a sobre los CaV 
pre-sinápticos en un sistema heterólogo de expresión nos sirvieron como una base 
sólida para plantear que este mecanismo podría tener impacto en la actividad 
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neuronal. Utilizando un modelo reportero de la expresión de GHSR1a, ratones 
GHSR1a-eGFP (Mani et al., 2014), pudimos confirmar que la actividad de GHSR1a 
inhibía las corrientes CaV2.1 y CaV2.2 nativas en un contexto donde naturalmente 
ocurren. Obtuvimos además el mismo resultado cuando sobre-expresamos GHSR1a-
YFP o GHSR1a-A204E-YFP en neuronas hipotalámicas de rata. Si bien este modelo 
de estudio tenía la desventaja de que los niveles de receptor no eran los nativos, nos 
permitió confirmar mediante la sobre-expresión de la variante mutada de GHSR1a 
(GHSR1a-A204E-YFP) que era, específicamente, la actividad constitutiva la 
responsable del efecto inhibitorio basal sobre las corrientes CaV nativas. Cabe aclarar 
que en neuronas no es factible la aplicación de SPA como herramienta farmacológica 
válida para comprobar la participación de la actividad constitutiva de GHSR1a. Esto se 
debe a que este agonista inverso de GHSR1a es un compuesto de amplio espectro 
que actúa tanto como antagonista, agonista y agonista sesgado de distintos 
receptores, algunos de los cuales tienen amplia expresión en neuronas hipotalámicas 
(Woll y Rozengurt, 1988; Jarpe et al., 1998; MacKinnon et al., 2001; MacKinnon et al., 
2005). De esta manera la utilidad del SPA queda restringida a modelos controlados 
como los sistemas de expresión heteróloga. Por otro lado, la selectividad del efecto de 
GHSR1a sobre los CaV2 quedó demostrada por la falta de inhibición de las corrientes 
de sodio sensibles a TTX. De esta manera, demostramos que las actividades 
constitutiva y evocada por ghrelina de GHSR1a inhiben las corrientes CaV2 nativas en 
presencia de toda la maquinaria molecular presente en las neuronas donde 
naturalmente se expresa este receptor, sugiriendo un rol en la fisiología sináptica del 
hipotálamo. 
El sistema ghrelina/GHSR1a regula la actividad neuronal incrementando tanto la 
actividad eléctrica como transcripcional en diversos tipos neuronales en el sistema 
nervioso central (Cowley et al., 2003; Holst et al., 2003; Andrews et al., 2009; Shi et al., 
2013). El mecanismo más estudiado es de origen post-sináptico, e incluye la unión de 
ghrelina a sus receptores en el soma o las dendritas proximales produciendo la 
activación de Gq y una subsecuente activación de fosfolipasa Cβ y de PKC. Estas vías 
inhiben canales de K+ Kv7/KCNQ, aumentando así la frecuencia de disparos de 
potencial de acción (Cowley et al., 2003; Shi et al., 2013). Adicionalmente, aumenta el 
Ca2+ intracelular por la liberación desde reservorios intracelulares sensibles a rianodina 
(Yang et al., 2011), generando también un aumento de la actividad transcripcional 
(Cowley et al., 2003; Holst et al., 2003; Holst et al., 2005; Andrews et al., 2008). Ambos 
procesos actúan en conjunto en los somas de las neuronas que expresan neuropéptido 
Y y el péptido relacionado a agouti en el núcleo arcuato del hipotálamo 
desencadenando los potentes efectos orexigénicos de ghrelina (Nakazato et al., 2001; 
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Cowley et al., 2003; Yang et al., 2011).  
Más recientemente han surgido estudios que demuestran que, tanto en neuronas 
hipotalámicas como extra-hipotalámicas, GHSR1a se expresa en terminales pre-
sinápticas, sugiriendo un rol modulador de la liberación de neurotransmisor (Cowley et 
al., 2003; Cui et al., 2011; Yang et al., 2011; Ribeiro et al., 2014). En base a los 
resultados de esta tesis, nosotros postulamos un nuevo mecanismo por el cual 
ghrelina/GHSR1a promueven la activación indirecta de neuronas mediante la 
modulación de los terminales pre-sinápticos que las inervan. El ingreso de Ca2+ a la 
terminal por los CaV pre-sinápticos es el principal evento que inicia la neurotransmisión y 
su regulación es fundamental en procesos de plasticidad neuronal (Dunlap et al., 1995; 
Catterall y Few, 2008). Incluso el Ca2+ que ingresa por un solo canal CaV puede 
desencadenar la liberación de neurotransmisores (Stanley, 1993). Múltiples 
mecanismos modulan directa o indirectamente la función de estos CaV pre-sinápticos, 
regulando consecuentemente la transmisión sináptica. Esta modulación puede modificar 
el número de CaV2 en la membrana pre-sináptica (Davydova et al., 2014; Ferron et al., 
2014) o su capacidad de abrirse, cerrarse o inactivarse en respuesta a la 
despolarización generada tras la llegada de un potencial de acción (Burgoyne y Weiss, 
2001; Catterall y Few, 2008). Múltiples GPCRs intervienen en estos procesos 
modulando la densidad y el comportamiento de CaV2 en membrana (Williams et al., 
1997; Currie y Fox, 2002; Altier et al., 2006; Raingo et al., 2007; Andrade et al., 2010). 
De acuerdo a nuestros resultados, GHSR1a modula la actividad de los CaV2 pre-
sinápticos en el hipotálamo tanto disminuyendo la densidad de canales en membrana - 
por su actividad constitutiva- como regulando la apertura del canal -por su actividad 
dependiente de ghrelina-, constituyendo así un mecanismo de gran versatilidad. De esta 
manera el impacto negativo de GHSR1a sobre la actividad de los CaV2 en la pre-
sinapsis jugaría un rol fundamental en la liberación de neurotransmisores en el 
hipotálamo.  
Para determinar si nuestro mecanismo de regulación pre-sináptica de los CaV2 
por GHSR1a es coherente con resultados previos que muestran que GHSR1a activa 
neuronas hipotalámicas, decidimos abordar la siguiente hipótesis: la inhibición de CaV2 
pre-sinápticos modula negativamente la liberación del neurotransmisor inhibitorio 
GABA en neuronas hipotalámicas. La neurotransmisión GABAérgica comprende más 
del 50 % de la actividad sináptica hipotalámica (Decavel y Van den Pol, 1990). Este 
neurotransmisor dominante en el hipotálamo, genera un tono inhibitorio cuya 
regulación es imprescindible para el control del apetito (Wu et al., 2009; Delgado, 
2013). En este contexto, una inhibición de los CaV2 por la actividad de GHSR1a podría 
contribuir a una activación neuronal, disminuyendo la liberación de GABA. Nuestros 
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experimentos sugieren que un aumento del nivel de expresión de GHSR1a inducido de 
manera fisiológica (por ayuno prolongado), reduce la liberación de GABA en explantes 
de núcleo arcuato hipotalámico de ratón. Así mismo, las actividades constitutiva y 
dependiente de ghrelina de GHSR1a redujeron significativamente la amplitud de las 
respuestas post-sinápticas mediadas por receptores GABAA en neuronas 
hipotalámicas transducidas con GHSR1a, por mecanismos dependientes del ingreso 
de Ca2+ en las terminales neuronales. Descartamos la participación de mecanismos 
post-sinápticos en este efecto dado que la amplitud de los mIPSCs fue levemente 
mayor en aquellos cultivos expresando GHSR1a, y dado a que las respuestas 
mediadas por los receptores GABAA ante la aplicación de una solución hiperosmótica, 
que provoca la liberación masiva de neurotransmisores de manera independiente de la 
apertura de los CaV pre-sinápticos, fueron similares en los cultivos que expresaban 
GHSR1a, GHSR1a-A204E, y cultivos control. De esta manera, nuestros datos 
sugieren un rol modulador pre-sináptico de las actividades constitutiva y dependiente 
de ghrelina de GHSR1a en neuronas hipotalámicas, por una modulación negativa de 
los CaV2, que potencialmente podría contribuir al efecto activador neuronal de 
ghrelina/GHSR1a, por des-inhibición del tono GABAérgico. 
El estudio de la actividad constitutiva de GHSR1a in vivo ha sido abordado 
escasamente hasta el momento. Ghrelina, sintetizada en células endócrinas del 
estómago, incrementa drásticamente la ingesta de alimento (Nakazato et al., 2001). La 
ghrelina plasmática accede casi exclusivamente al núcleo arcuato hipotalámico, el cual 
expresa altos niveles de GHSR1a, y es requerido para los efectos orexigénicos de 
ghrelina (Zigman et al., 2006; Schaeffer et al., 2013; Cabral et al., 2014). Así, la 
inhibición de los CaV2 por la actividad de GHSR1a podría modificar la actividad 
sináptica, y como consecuencia, modificar comportamientos relacionados con la 
ingesta de alimento. Se ha demostrado que los niveles de ARNm de GHSR1a son 
alterados por las condiciones energéticas (Kim et al., 2003; Kineman y Luque, 2007; 
Petersen et al., 2009) y existen evidencias que la activación basal de GHSR1a 
participa en el control del apetito en ratas (Petersen et al., 2009). Adicionalmente, los 
ratones deficientes de GHSR1a muestran un fenotipo más severo comparado a los 
ratones deficientes de ghrelina (Uchida et al., 2013), poniendo en evidencia una alta 
relevancia fisiológica de la actividad constitutiva de GHSR1a. Llamativamente, 
GHSR1a también se expresa en otras áreas del cerebro alejadas de órganos circum-
ventriculares (Zigman et al., 2006) a los cuales ghrelina plasmática tiene un acceso 
muy restringido (Cabral et al., 2013; Cabral et al., 2014). Se ha propuesto que la 
modulación del receptor localizado en estas áreas cerebrales podría producirse por 
ghrelina sintetizada en el cerebro, sin embargo, hasta el momento esta hipótesis ha 
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sido muy difícil de confirmar (Cowley et al., 2003; Sakata et al., 2009; Furness et al., 
2011). En este contexto, la actividad constitutiva de GHSR1a podría afectar la 
actividad neuronal de una manera independiente de ghrelina, siendo este efecto el 
único posible en aquellos sectores a los cuales la ghrelina plasmática no tiene acceso.  
Entender el impacto neuronal de la actividad de GHSR1a y su mecanismo de 
acción radica en una comprensión global de su participación en procesos 
homeostáticos. Esto es de suma relevancia dado que este receptor constituye un 
posible blanco para el desarrollo de fármacos para el tratamiento de desórdenes 
alimenticios. Por otro lado, nuestros resultados demuestran un rol fisiológico 
importante de los altos niveles de actividad constitutiva de GHSR1a, planteando una 
pregunta sumamente relevante: ¿existe un agonista inverso endógeno que regule su 
nivel de actividad constitutiva? Así mismo, para algunos sistemas podría ser más 
favorable regular la actividad constitutiva del receptor modificando sus niveles de 
expresión, que por la acción de ligandos que tengan efectos opuestos y que activen 
vías diferentes del mismo receptor. Nosotros proponemos que los niveles de GHSR1a 
en las terminales pre-sinápticas son un factor crítico que regula la actividad sináptica 


























Capítulo II: Conclusiones  
 
 - 112 - 
 
Nuestros resultados demuestran que la activación constitutiva de GHSR1a 
inhibe las corrientes CaV2.1 y CaV2.2 por una disminución crónica de la densidad de 
canales en la membrana plasmática, dependiendo de los niveles de expresión del 
receptor y por un mecanismo mediado por la proteína Gi/o (esquema 6). Por otro lado, 
la actividad de GHSR1a evocada por ghrelina modula negativamente la actividad de 
los CaV2 pre-sinápticos, de manera independiente de los niveles de expresión del 
receptor, siendo más sensibles a esta inhibición los CaV2.2 que los CaV2.1. 
Adicionalmente, esta modulación es reversible y requiere de la participación de Gβɣ. 
La inhibición de CaV2.2 por GHSR1a está mediada por la activación de la proteína Gq, 
provocando una inhibición independiente del voltaje cuando la subunidad auxiliar 
citoplasmática CaVβ3 forma parte del canal. Sin embargo, cuando la subunidad auxiliar 
CaVβ2a, anclada a membrana, es la que forma parte del canal, la inhibición es 
completamente dependiente del voltaje y exclusivamente mediada por el heterodímero 
Gβɣ (esquema 6). Así, GHSR1a modula drásticamente las corrientes CaV2 pre-
sinápticas por mecanismos completamente distintos dependiendo de su modo de 
activación. 
La mutación A204E humana de GHSR1a impacta en la modulación de los CaV2 
pre-sinápticos por GHSR1a. A204E provoca la pérdida de la actividad constitutiva, 
eliminando el impacto de la misma sobre la actividad de los CaV2. Aun así, 
GHSR1aA204E conserva la capacidad de ser activado por ghrelina que inhibe a los 
CaV2 de manera independiente de los niveles de expresión del receptor (esquema 6). 
Adicionalmente, A204E no constituye un sitio de variación genético-poblacional al 
menos en la muestra humana analizada. De esta manera, A204E, con un impacto 
poblacional muy bajo, provoca una pérdida de función del rol modulatorio de GHSR1a 
sobre las corrientes CaV2. 
Nuestros resultados demuestran que la activación de GHSR1a en neuronas 
hipotalámicas inhibe las corrientes CaV pre-sinápticas nativas tanto por su actividad 
constitutiva como dependiente de ghrelina (esquema 6). Así mismo, ambos modos de 
activación de GHSR1a regulan negativamente la liberación de GABA en neuronas 
hipotalámicas, solo cuando está mediada por mecanismos dependientes del ingreso 
de Ca2+ a través de los CaV a las terminales axonales. Este mecanismo podría cobrar 
relevancia fisiológica en situaciones de ayuno, cuando la expresión de GHSR1a se 
encuentra aumentada, contribuyendo a la activación neuronal descripta en estas 
condiciones fisiológicas. 
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Nuestros datos demuestran por primera vez que GHSR1a modula la actividad 
de los CaV pre-sinápticos tanto por vías convencionales de inhibición de los CaV 
(activación de GPCRs dependiente de agonistas), como por vías no convencionales 
(activación constitutiva de GPCRs), sugiriendo un rol fundamental de la actividad 
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- Extracción de ADN de tejido de ratón: Incubamos 2 mm de cola de ratón 1 hora 
a 98 ºC con 75 µl de solución de extracción (en mM: 25 NaOH y EDTA 0,2), y luego 
adicionamos 75 µl de solución de TRIS (en mM: 40 TRIS, ph 5,5). 
 
- Genotipificación de ratones GHSR-eGFP: Luego de la extracción de ADN, 
determinamos el genotipo de los ratones mediante las técnicas de PCR y 
electroforesis en geles de agarosa. Realizamos dos PCR por individuos: (1) con los 
pares de cebadores “Fw promotor GHSR” 5`- GGACCTCCTCAGGGGGACCAGAT-3` 
 y “Rev eGFP” 5`-GGTCGGGGTAGCGGCTGAA-3` que amplifican una banda de 300 
pb y (2) con los pares de cebadores “Fw ghrelina” 5`- 
GGTCAGCCTAATTAGCTCTGTCAT -3` y “Rv ghrelina” 5`-
GATCTCCAGCTCCTCCTCTGTCT -3` que amplifican una banda de 600 pb. 
Utilizamos para cada reacción de PCR 10 µl finales con: 1 % buffer (en nM: 50 Tris-
HCl pH 8, 100 ClNa, 0,1 EDTA, 1 DTT, 50 % glicerol y 1 % de Tritón®X-100), 2 mM de 
Cl2Mg, 0,2 mM de dNTPs, 2,5 pmol de cebadores, 0,25 U de Taq ADN polimerasa 
(Promega, Madison, USA) y 30 ng de la solución de ADN. Realizamos los ciclos de 
temperatura en un termociclador Biometra (Professional Trio Thermocycler, Goettingen 
Germany). Las condiciones de ciclado fueron: una desnaturalización inicial a 94 ºC 
durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos con una desnaturalización a 94 ºC durante 30 
segundos, un annealing a 60 ºC durante 30 segundos y una extensión a 72 ºC durante 
45 segundos, seguidos de una extensión final a 72 ºC durante 7 minutos. Los 
productos de reacción de PCR, posteriormente se sembraron y revelaron en geles de 
agarosa al 2 % con 0,2 µl / ml de GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain. 
 
- Genotipificación de ratones GHSR-KO. Para determinar el genotipo de estos 
ratones se realizaban dos PCR por individuo: (1) con los pares de cebadores “Fw WT” 
5`- CGGTCTCCACCCTTCATTACTTTA -3` y “Rv común” 5`- 
CCACTGCACGTCTCTCCCTATTT -3`que amplifican una banda de 354 pb y (2) con 
los pares de cebadores “Fw TBC” 5`- AAGAGCTACAGGAAGGCAGGTCA-3` y “Rv 
común” que amplifican una banda de 175 pb. Utilizamos para cada reacción de PCR 
10 µl finales con: 1 % buffer (en nM: 50 Tris-HCl pH 8, 100 ClNa, 0,1 EDTA, 1 DTT, 50 
% glicerol y 1 % de Tritón®X-100), 2 mM de Cl2Mg, 0,2 mM de dNTPs, 2,5 pmol de 
cebadores, 0,25 U de Taq ADN polimerasa (Promega, Madison, USA) y 3 µl de la 
solución de ADN. Realizamos los ciclos de temperatura en un termociclador Biometra 
(Professional Trio Thermocycler, Goettingen, Germany). Las condiciones de ciclado 
fueron: una desnaturalización inicial a 94 ºC durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos 
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con una desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, un annealing a 60 ºC durante 
30 segundos y una extensión a 72 ºC durante 45 segundos, seguidos de una 
extensión final a 72 ºC durante 7 minutos. Los productos de reacción de PCR, 
posteriormente se sembraron y revelaron en geles de agarosa al 2 % teñida con con 
0,2 µl / ml de GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain . 
 
- Solución cítrico salina (en mM): 171.2 KCl y 17 Na3C6H5O7.  
 
- DMEM / F12 1:1 suplementado: DMEM / F12 1:1 suplementado con 10 % de 
FBS, 0,25 % de glucosa, 2 mM de glutamina (GIBCO, cat#21051-016, Massachusetts, 
Estados Unidos), 3,3 μg / ml de insulina (Nordisk Pharm Ind, Inc, Carolina del Norte, 
Estados Unidos), 5 U / ml de penicilina sódica (Richet, Buenos Aires, Argentina), 5 μg / 
ml de estreptomicina (Richet, cat#NC), 40 μg / ml de sulfato de gentamicina (Richet) y 
1 % de solución de vitaminas (Microvet, cat#L2112-100).  
 
- Medio Luria Bertani (LB) (en %): 1 de triptona, 0,5 de extracto de levadura y 1 
de NaCl en H2O-miliQ. Esterilizar en autoclave.  
 
- Solución de competencia (en mM): 55 de MnCl2-4H2O, 15 de CaCl2-2H2O, 250 
de KCl, 10 de PIPES, pH 6,7 en H2O-miliQ estéril. 
 
- Buffer TE (TRIS-EDTA) (en mM): 10 de Tris-HCl y 1 de EDTA-Na2. 
 
- Buffer de binding (en mM): 50 mM de HEPES, 5 de MgCl2,1 de CaCl2 y 0,2 % 
de BSA, pH 7.4, filtrado con un filtro de 0,45 μm de diámetro. 
 
- Buffer fosfato salino (PBS) (en mM): 137 de NaCl, 2,7 de KCl, 10 Na2HPO4 y 2 
de KH2PO4, pH 7,4 con HCl.   
  
- Buffer de carga: 1,7 % de SDS, 0,0001 mM de  2-mercaptoetanol, 5 % de 
glicerol, 58 mM de Tris-HCl, 0,002 % de azul de bromofenol, pH 6,8. 
 
- Tween 20 salino con Tris bufereado (TBST): 100 mM de Tris-HCl, 0.9 % (p/v) 
de NaCl, y 0.2 % de Tween 20, pH 7,5. 
 
- Solución interna para registro de corrientes de sodio y calcio (en mM): 134 
CsCl, 10 EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES, 4 MgATP, pH 7,2 con CsOH. 
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- Solución externa alta en sodio (en mM): 135 NaCl, 4,7 KCl, 1,2 MgCl2, 2,5 
CaCl2, 10 HEPES, 10 glucosa, pH 7,4 con NaOH.  
 
- Solución externa alta en barrio (en mM): 10 BaCl2, 110 cloruro de colina, 20 
cloruro de tetraetil-amonio, 1 MgCl2, 10 HEPES, 10 glucosa y 0,001 tetrodotoxina, pH 
7,4 con CsOH.  
 
- Solución externa de calcio (en mM): 2 CaCl2, 140 cloruro de colina, 1 MgCl2, 10 
HEPES, pH 7,4 con CsOH.  
 
- Solución interna para registro de corrientes de potasio (en mM): 140 K-
gluconato, 5 KCl, 5 NaCl, 10 HEPES, 0.6 EGTA, 4 MgCl2, 3 Na2ATP, 0.3 Na2GTP (pH 
7.3 con KOH).  
 
- Solución externa para registro de corrientes de potasio (en mM): 135 NaCl, 4,7 
KCl, 1,2 MgCl2, 2,5 CaCl2, 10 HEPES, 10 glucosa, pH 7,3 con NaOH.  
 
- Solución interna para registro de las IPSCs (en mM): 115 Cs-metasulfonato, 10 
CsCl, 5 NaCl, 10 HEPES, 20 tetra-etíl-amonio, 4 Mg-ATP, 0,3 Na-GTP, 0,6 EGTA y 10 
lidocaína N-eti -bromuro (QX314).  
 
- Solución externa para registros de las IPSCs (en mM): 135 NaCl, 4,7 KCl, 1,2 
MgCl2, 2,5 CaCl2, 10 HEPES, 10 glucosa, 10 lM 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione 
(Alomone Labs), pH 7,4 con NaOH. 
 
- Buffer Krebs-Ringer Bicarbonato (en mg / l): 100 Na2HPO4, 16,8 MgCl2, 340 
KCl, 7000 NaCl; 1800 glucosa, 280 CaCl2, 10 ascórbico, 100 NaHCO3. 
 
- Buffer Krebs-Ringer-bicarbonato alto en K+ (en mg / l): 100 Na2HPO4, 16,8 
MgCl2, 340 KCl, 4000 NaCl; 1800 glucosa, 280 CaCl2, 10 ascórbico, 100 NaHCO3 y 
4171 KCl.  
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- Buffer B (en mM): 10 de Tris-HCl pH 7,4, 10 de EDTA pH 8, 10 de NaCl y 1 % 
de Tritón X-100, pH 7,6. 
 
- Genotipificación de N40D de MOR: Se realizó una reacción de PCR por 
muestra. Utilizamos para cada reacción de PCR 10 µl finales con: 1 % buffer (en nM: 
50 Tris-HCl pH 8, 100 ClNa, 0,1 EDTA, 1 DTT, 50 % glicerol y 1 % de Tritón®X-100), 2 
mM de Cl2Mg, 0,2 mM de dNTPs, 2 pmol de cebadores, 0,25 U de Taq ADN 
polimerasa (Promega, Madison, USA) y 30 ng de ADN. Los cebadores utilizados 
fueron los descriptos en (Gelernter et al., 1999): “Fw N40D” 5’-
CCGTCAGTACCATGGACAGCAGCGGTG-3’ y “Rv N40D”: 5’-
GTTCGGACCGCATGGGTCGGACAGAT-3’. Realizamos los ciclos de temperatura en 
un termociclador Biometra (Professional Trio Thermocycler, Goettingen, Germany). 
Las condiciones de ciclado fueron: una desnaturalización inicial a 94 ºC de 3 minutos, 
seguido de 38 ciclos con una desnaturalización a 94 ºC de 12 segundos, un annealing 
a 60 - 57 ºC de 25 segundos y una extensión a 72 ºC de 30 segundos, seguidos de 
una extensión final a 72 ºC de 5 minutos. En los ciclos de PCR, se realizó un descenso 
gradual de la temperatura de annealing denominado “touch-down”, que tiene por 
objeto establecer condiciones más estrictas de amplificación durante los primeros 
ciclos, a fin de obtener un producto amplificado de alta especificidad y luego, en los 
ciclos posteriores, las condiciones de hibridación se relajan gradualmente para obtener 
una cantidad abundante del producto, utilizando como molde al amplificado específico 
obtenido durante los primeros ciclos.  
 
- TAE 50 X (en mM): 40 de Tris, 20 de ácido acético, 1 de EDTA, pH 8,4. 
  
- Genotipificación de A204E de GHSR: Se realizaron dos reacciones de PCR por 
muestra. Utilizamos para cada reacción de PCR 10 µl finales con: 1 % buffer (en nM: 
50 Tris-HCl pH 8, 100 ClNa, 0,1 EDTA, 1 DTT, 50 % glicerol y 1 % de Tritón®X-100), 2 
mM de Cl2Mg, 0,2 mM de dNTPs, 2,5 pmol de cebadores, 0,25 U de Taq ADN 
polimerasa (Promega, Madison, USA) y 30 ng de ADN. Los cebadores diseñados 
fueron: “Fw A204” 5’- CCTCCCCACCGAGTTTGC -3’, “Fw 204E” 5’- 
CCACCCCACCGAGTTTGA -3’,  y “Rv A204E: 5’- TGAGACCCACCCAGCATTTT -3’. 
Las bases subrayadas corresponden a los mismatch introducidos con el fin de 
aumentar la temperatura de melting y las bases en negrita a aquellas que hibridan 
específicamente en cada alelo. Realizamos los ciclos de temperatura en un 
termociclador Biometra (Professional Trio Thermocycler, Goettingen, Germany). Las 
condiciones de ciclado fueron: una desnaturalización inicial a 94 ºC de 5 minutos, 
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seguido de 35 ciclos con una desnaturalización a 94 ºC de 30 segundos, un annealing 
a 65 ºC de 30 segundos y una extensión a 72 ºC de 30 segundos, seguidos de una 
extensión final a 72 ºC de 5 minutos.  
 
Carta de información para los participantes del 
“Estudio de genes asociados a la sensibilidad al dolor” 
 
Las personas poseen rasgos genéticos distintivos que permiten diferenciarlas 
unas de otras, y que se transmiten de generación en generación. Algunos tienen 
consecuencias que se pueden ver a simple vista como los que determinan el color de 
ojos; mientras otros, en cambio, tienen un efecto que no es visible directamente, y 
para visualizarlos se requiere análisis de laboratorio.  
En el Laboratorio de Genética Molecular del IMBICE (CICPBA/CONICET) 
estudiamos  los procesos genéticos que determinan la sensibilidad al dolor. Si 
reunimos un grupo de personas y aplicamos a cada una el mismo estímulo doloroso 
(por ejemplo un pinchazo) es probable que el dolor percibido por cada una sea distinto. 
Esto se debe a que existen múltiples factores que afectan al dolor. Los genes pueden 
presentar variaciones internas que influyen en estas diferencias en la sensibilidad al 
dolor, sin embargo en la población Argentina se desconocen cuáles son estas 
variaciones. Por dicho motivo, lo invitamos a participar en una investigación que tiene 
por objetivo estudiar un conjunto de genes relacionados con la percepción del dolor, 
que pueden ser variables en la población a la cual Ud. pertenece. Para ello, le 
solicitamos su consentimiento para donar una pequeña muestra de sangre que 
tomaremos con elementos estériles y descartables.  
Es importante destacar que, salvo una pequeña molestia durante la extracción 
de sangre, su participación no implica riesgos físicos ni morales para su persona, y 
que el tratamiento de las muestras es completamente anónimo. Este estudio no le 
aporta beneficios directos a Ud., pero contribuye al conocimiento de la variación 
genética de su población.  
Su participación es absolutamente confidencial, voluntaria y sin retribución 
monetaria; pudiendo abandonar el estudio en cualquier momento si la investigación no 
concuerda con sus intereses o preferencias. Si Ud. acepta participar, tenga a bien 
completar y firmar el Formulario de Consentimiento Informado que figura al pie de la 
presente. La persona responsable de tomar su muestra, le informará sobre el proyecto 
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Formulario de consentimiento informado 
 
Yo………………..................................................................................... (nombre 
y apellido completo), de..............años (edad), en calidad de donante de muestra 
biológica, he leído la Carta de Información “Estudio de genes asociados a la 
sensibilidad al dolor” y he podido hacer preguntas sobre la investigación a 
….................................................................................... (Responsable de la toma de 
muestra). Declaro haber entendido la carta precedente, comprendiendo que mi 
participación es voluntaria, gratuita, anónima y confidencial. Comprendo también, que 
puedo retirarme de la investigación cuando quiera sin tener que dar explicaciones, y 
que puedo contar con los datos obtenidos si así lo requiero. Por ello, presto libre 
conformidad a efectos de que se tome una muestra de sangre de mi persona, y que la 
misma sea destinada a estudiar los rasgos genéticos que contribuyen a la sensibilidad 
al dolor. 
Marque lo que corresponda: 
 
- Al término del proyecto,                                         autorizo a que se almacene 
la muestra de ADN para estudios futuros que cuenten con el aval de un Comité de 
Ética. 
 
Lugar y fecha: .............................................................................................. 
 
Firma y aclaración del donante adulto:...……………………………………………. 
 
Firma y aclaración del responsable de la toma de muestra:……………………… 
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